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Introduetion 
One of us ([{13, 14], pag. 97 seq.) has called attention to the fact, that in 
Phycomyces sporangiophores the inner part of the growing cell wall consists 
of chitin fibrils which are mainly oriented transversely, while the outer layer 
is an isotropic network of such fibrils. Also in young growing cotton hairs 
he found the cellulose fibrils in the inner layer to be oriented more or less 
transversely; in the outer layer, however, axially [15]. This was explained 


as follows. 

Castle and van Iterson remarked (see [14], p. 101) that in a tubular 
cell the transverse tension in the cell wall will always exceed the axial one. 
This will orient the fibrils transversely. In the cell wall of a tubular cell, 
which has not yet lengthened at all, one therefore may expect to find a trans- 
verse structure on the outside and on the inside as well. As soon as the cell 
lengthens, intussusception of fibrils is necessary. The inner layer of the cell 
wall, being near the protoplasm, is in a much more favourable position for 
this intussusception than the outer one. If, in the latter, intussusception 
cannot keep up with extension, the orientation of the fibrils there will be 
altered. First into an isotropic network and then, when growth continues, 
into an axial one. Meanwhile the inner layer will keep its transverse orien- 
tation because here the intussusception of new fibrils in transverse position 
does keep up with extension. As it is demonstrated by the fact that growing 
cells always show a negative double refraction with reference to the cell 
axis, the transversely oriented inner layer must predominate, which is in 
agreement with the transverse tension exceeding the axial one. 

Van Iterson [4] has shown, that the cells of the staminal hairs of Tra- 
descantia virginica keep on showing negative double refraction, even when 
fully grown, Apparently no secondary thickening is deposited onto these 
cell walls. Otherwise a positive double refraction would have been found. 
Therefore, these hairs seemed favourable objects for an investigation with 
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the electron microscope since in these cells also there might be found a diffe- 
rence in the structure of the outer and the inner layers of the cell wall. 

In connection herewith we also tried to see whether the cuticle [which 
separates from the rest of the cell wall of these hairs when the flowers 
are wilted (Martens [7])], contains axially oriented cellulose, as supposed 
by van Iterson [4]. 

Furthermore we were anxious to see whether a spiral structure could 
be found in the cell wall, as these cells usually show spiral striation in the 
cuticle and in the protoplasm (Martens |7, 9]). 


§ 1. Presence of a spiral structure in the cellulose-layer of the cell wall 


It is a common knowledge that the cuticular striations of the barrel-like 
cells constituting the staminal hairs of Tradescantia virginica are some- 
times oriented axially and sometimes as steep S-spirals, or as_ steep 
Z-spirals '. Often cells are found where the striation is partly axial, partly 
spiral and sometimes even partly in an S-, partly in a Z-spiral direction 
with, of course, axial striation in the reversion zone. Of 100 different ‘cells 
we counted 47 with axial striation only, while 30 cells showed partly or 
wholly Z-spirals, 21 S-spirals and 2 cells both. 

Denham |1] has stated that the protoplasmic streaming is always par- 
allel to the cuticular striation, there is, however, no absolute parallism in 
the details of striations and plasm streams (Martens [9]). Van Iterson [4] 
supposed that both are oriented by the extension of the wall in an axial 
or a steep spiral direction during the growth of the cells. Admittedly spiral 
growth, as characterised by rotation of the cells around the cell axis, has 
not yet been proven. However, an indication that spiral growth is very 
likely, is offered by the observation of Martens ((8], page 259 and fig. 1 
and 2), that during endosmosis in hairs from wilted flowers (see our fig. 5) 
the cuticle-free cell twists (“s’encurve en S”). 

Such cellulose layers, therefore, must have a particular structure which 
causes twist when internal pressure increases. Van Iterson [5| is of the 
opinion that such a twist does not necessarily imply the presence of a spiral 
structure in the cell wall. but may be the result of the presence of two 
layers with different extensibility. The results of model experiments 
forced one of us ([{14], p. 105) to reject this hypothesis and to favour the 
epinion that a twist on increased pressure, as described by Martens, is 
impossible without spiral structure in the cell wall. 

Since many cells of wilted Tradescantia staminal hairs very probably 
have been twisting during growth and during endosmosis as well, such 
hairs seemed suitable objects for seeing whether their cell walls showed 
a flat spiral structure or a transverse structure. An axial or a steep spiral 
structure is excluded because the cellulose layer of the cell wall is always 


1 A Z-spiral is one in which ‘the part of the spiral nearest to the observer, is 
parallel to the middle part of the letter Z, the main axis of the spiral being vertical. 
An S-spiral is its mirror image. 
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negatively birefringent with reference to the cell axis. The presence of 
exactly transverse structures notwithstanding the occurrence 6f apparently 
twisted cells would confirm the theory of van Iterson that twist is pos- 
sible without spiral structure in the cell wall. 

On the other hand, if a flat spiral structure was found in about half 
of the cells, then this theory should be rejected. For, we cannot imagine 
how a flat spiral structure can possibly originate from a transverse network 
by extension or growth of the cell wall in steep spiral direction. As far 
as we can see, under such circumstances, the transverse structure will either 
change inte a steep spiral one (like the cuticular striation) or not change 
at all. 

Of course, if a flat spiral structure were found, this would not imply 
that spiral growth must be the result of the mechanical properties of this 
flat spiral structure only. During growth intussusception might also take 
part in causing twist [13]. 

Frey-Wyssling [3| even believes that a special way of intussuscep- 
tion is the only cause of spiral growth, viz. “a circular wandering of the 
place where the woven texture is loosened ”. However, this would not cause 
true spiral growth, accompanied by rotation around the cell axis, but only 
circumnutation of the top without any rotation. Therefore, if intussuscep- 
tion takes a part in causing spiral growth, one must assume a special way 
of insertion of the new fibrils between the old ones [14]. Of course a twist 
on extension by pressure, as seen in Tradescantia cells cannot be explained 
with intussusception. 


a) Spiral unwinding of bands 


Hairs from wilted flowers (see fig.5) were put into a drop of water on 
a slide. Using a dissecting microscope the points of two thin tungsten 
needles were stuck into the two ends of a cell, which possessed no cuticle. 
Then the cell was torn in two parts. It always tore ‘in a more or less 
transverse direction and never in an axial one. This obviously is to be 
expected in cells with more or less transverse fibrillar structure. In many 
cases, however, the two parts remained connected by a narrow strip, which 
increased in length when the parts were moved further apart. Thereby 
the strip was unwound from one or both parts of the cell and the strip 
itself was twisted. The same phenomenon was occasionnally seen in 
Phycomyces sporangiophores [12]. It proves the presence of a flat spiral 
structure in the cell wall. 

Apparently the band tears along the slope of this spiral. We measured 
angles with the transverse varying between 5 and 13°. One should not con- 
clude, however, that this is the average slope of the spiral structure. The 
average will be lower, because cells with very flat spirals will probably not 
show the phenomenon at all, but will just tear apart. 


Earlier we mentioned the existence of steep S- and Z-spiral striations in 
the cuticle. In confirmation of this we also found unwinding of flat Z- and 
1* 
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S-spirals. This is shown in figs. 1 and 2. Extension of a cell -with a flat 
Z-spiral structure will occur in a steep S-spiral direction. 





Fig. 1. Cuticle-free cell viewed between crossed nicols. A strip is unwinding along 

a very flat S-spiral. On the left the lower cell wall is in focus; on the right the 

upper one. (If the strip is being torn away from right to left in the lower ceil 
wall, this conforms to an S-spiral.) 





Fig. 2. Two cuticle-free cells viewed between crossed nicols. In both cases a strip 
is unwinding along a very flat Z-spiral. (If the strip is being torn away from right 
to left in the upper cell wall, there is a Z-spiral.) 


b) Oblique extinction of the single cell wall between crossed 
nicols 

The hairs of wilted flowers were collected in 70% alcohol and dis- 
integrated with a blendor for about 20 min. After centrifuging, the sediment 
was dried on a slide and mounted in chlorzincicdine. Fig. 3 depicts what 
is found in such preparations: empty cylinders of cuticle (a), the same rolled 
up along the former cell axis (b), pieces of cellulose cylinders cut off in 
transverse direction (c, d). Often the latter are cut off near the transverse 
cell wall, separating two cells and then it often happens that these pieces 
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settle down on the slide in such a position, that the transverse cell wall 
shows up in surface view (d). Finally one sometimes meets unwound cellu- 
lose strips, rolled up like a spring (e). 

The extinction angles were measured in pieces of single cell wall, which 
often protrude from the cut ends of pieces like the one marked c in fig. 3. 
Often such protruding pieces of single cell wall were 
straight line, making a small angle with the transverse. 
dicates the presence of a flat spiral structure. 

The iodine — stain 
enhanced the birefrin- 
gence enough to enable 
the measurement of 
the extinction angle 
within a variation of 
about plus or minus 2”, 
provided a very in- 
tense light source was 
used (e.g. Philips tung- 
sten band-lamp, 6 V, 
15 A). The extinction 
of the double cell wall 
was always transverse 


ruptured along a 
This already in- 


as was to be expected. 
The single cell wall. 
however, usually sho- 
wed an oblique extinc- 
tion with angles up to 
10 degrees with the 
transverse. Out of 
50 extinction measure- 





ments, 11 were exactly 
transverse. Excluding 
these, the mean ex- 
tinction angle was 3’. 
If there an ob- 
lique rupture line, the 


was 


direction of extinc- 


tion practically al- 
coincided with 


We did not 


ways 
this line. 


Fig. 3. Disintegrated staminal hairs from wilted flowers, 
coloured with chlorzinciodine, photographed in ordinary 
light. a: empty cylinder of cuticle with axial striations. 


b: rolled up pieces of cuticle. 
cuticle-free cells, d: 


c: cut off pieces of 

cut off end of cell, stuck to the 

slide in upright position and exposing separating cell 

wall. e: strip, unwound from cellulose cell wall and 
rolled up like a spring. 


take the trouble to determine whether the oblique 


extinctions corresponded with S- or Z-spirals, because in these desiccated 
preparations it was very difficult to detect whether the upper or the lower 
cell wall was protruding. Moreover, there was no point in it, since both 
spirals must be present. We think, that the mean extinction angle of 3° is 
probably too small, since, the spirals will have been flattened one or two 
degrees as a result of shrinkage on loss of turgor and on desiccation. 
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Incidentally we wish to call attention to the fact, that the pieces of cellu- 
lose cell wall, coloured with chlorzinciodine, always show transverse or obli- 
que striations when viewed between crossed nicols. This is demonstrated in 
fig. 4. We have already described such striations in primary cell walls of * 
Phycomyces and in young cotton hairs [12, 15]. We showed that these have : 
nothing to do with spiral structure, but are caused by wrinkles in the cell 
wall. These wrinkles have a preference for a transverse orientation, but- 
may deviate from this. Between crossed nicols those wrinkles show up? 
that are in a diagonal position with 
reference to the nicols, or approach 
to this position very nearly. 

In concluding this section we 
may say that it has been proven 
that in the cellulose cell wall layer 
of many cells the staminal hairs 
predominant flat spiral structure 
is present, the other cells having 
predominant transverse structures. 
This tallies with the occurrence of 
cells with axial and cells with 
spiral cuticular striations. It con- 
firms our opinion that no twist 
occurs without spiral structure. 


§ 2. The cuticle; absence of 
cellulose; submicroscopie 
structure 





Fig. 4. Pieces of cuticle-free cells, co- 
loured with chlorzinciodine and viewed 
between crossed nicols (diagonals indi- ; 
cated). Wrinkles in the cell wall, which the cuticle of staminal hairs and 
are oriented parallel to the diagonals or petals of Tradescantia virginica 
approach this position, show up. Two is easily detachable. As a result 
pieces of cell ends are shown in upright of endosmosis in wilted flowers the 
position, exposing the separating cell wall. cuticle of the cells of staminal 
These show extinction crosses, proving hairs is usually torn transversely, 
that there is a circular fibrillar structure hile the cuticle-free cell extends 

around the separating cell wall. 


As is described by Martens [7] 


considerably. This is depicted in 
fig. 5. 

Van Iterson|4| mentions that these “cuticular collars” evaporate 
practically completely when a _ coverglass with a staminal hair is 
heated in a micro-burner. At the same time the cellulose-layer remains 
intact. However, “since discolourations appeared herewith”, this did 
not preclude the presence of cellulose. In his opinion the presence 
of cellulose fibrils oriented axially, was indicated by the positive double 
refraction with reference to the cell axis, shown by the cuticle in 
tangential as well as in radial view. A real cuticle. however, is usually 
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~) 


optically isotropic. According to him, this double refraction could only 
partly be explained by assuming rodlet birefringence due to the minute 
axial folds in the cuticle, since he found pieces of cuticle which were free 
from any striations, but still showed a positive double refraction. This 
therefore was supposed to be caused by cellulose fibrils?. In that case, 
at least the inner part of what was called cuticle, had to be considered as 
a cuticular layer. Other arguments were produced in favour of this view 
which need not be considered here. 

Mariens [8], however, denied the existence of cuticles without visible 
striations. He also disputed the other arguments of van Iterson and 
held to the opinion that the “cuticlesris a real, cellulose-free cuticle. 





a) 
AOO A 


Tig. 5. Staminal hair of wilted flower, showing the well known “cuticular collars” 
and extended cellulose cell walls. 


We were interested in the question of the presence of axially oriented 
cellulose in the cuticle, not because of the supposed presence of a cuticular 
layer, but because our main problem was to know if the orientation of 
the cellulose was different in the outer and the inner layers of the wall 
(see also section 35). 

In our opinion the following observations justify our sharing the opinion 
of Martens, that there is no cellulose at all in the cuticle. 


2 In order to cause rodlet birefringence the Wiener theory requires rodlets which 
are small compared to the wave-length of light. In other words visible cuticular 
folds cannot cause rodlet birefringence. However, if there are visible folds which 
touch each other in many places (which, in fact, occurs, see fig. 9), then there will 
he many clefts, which are very narrow and will cause rodlet birefringence. 








8 P. A. Roelofsen and A. L. Houwink 


a) Chemical proof of absence of cellulose 

Several staminal hairs from wilted flowers, showing many cuticular 
“collars”, were put in a small glass tube containing 17% NaOH. This 
was fused and then heated half an hour in boiling water. According to 
Meyer |10] wax and cutin is dissolved by this treatment, leaving the 
cellulose, sometimes still containing a little cutin. After heating, the con- 
tents of the tube were rinsed with water into a glass dish. With strong 
incident illumination the hairs could be found and mounted on a slide. 

No remnants of the cuticular collars could be discerned, neither between 
crossed nicols, nor with an 
ordinary microscope after 
staining with chlorzincio- 
dine, or after desiccating 
the hairs on the slide. One 
only sees the inner cell wall 
layer as depicted in fig. 6. 
Even after much less dra- 
stic treatment, e.g. heating 
10 min. in 5% alkali, the 
cuticles disappear com- 
pletely. They also vanish 
after heating in glycerine 
during 3 hours at 240°C, 
a method described by van 
Wisselingh to free cellu- 
lose from incrustations. The 
same results were obtained 
with the rolled up pieces of 





Fig. 6. Part of staminal hair after treatment cuticle, depicted in fig. 3b. 

with hot alkali. The “cuticular collars” have We may safely assume that 

completely dissolved. which proves the ab- the cuticle contains no cellu- 
sence of cellulose. lose. 


b) Optical indications of absence of cellulose 


According to Meyer |I.c.] the rodlet birefringence of the cuticular layer 
of Clivia disappears after imbibition with benzene, which has a refractive 
index of 1.50. Therefore, if the birefringence of the cuticular collars of 
Tradescantia were solely due to rodlet birefringence, it should disappear 
in benzene or in other imbibition liquids with the same refractive index as 
cutin. If it were not to disappear, then the presence of cellulose would 
be indicated, provided a possible effect of crystalline cutin waxes was 
excluded. 

First we desiccated hairs from wilted flowers on a slide and then choose 
a particular cuticular collar which was wider than the inner cellulose 
part of the cell and therefore offered an opportunity of studying the double 


rh 


‘Wwe 


Wwe 
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refraction of the two layers of cuticle only. Such a situation is depicted 
in fig.7. Although we used a very strong light source, the birefringence 
was still barely detectable. (Compare cuticle and cellulose cell wall in 
fig.7.) To determine its sign (+ or — with reference to the cell axis) we 
always used the very sensitive method described by Laves and Ernst |6|. 
Here a common “ first order red” compensator plate is used, not, however, 
in the usual diagonal position but with its vibration axis enclosing an 
angle of about 10° with the vibration plane of the polarizer. Even then 
ihe difference between addition and subtraction colours was slight. 

The optical behaviour of a par- 
ticular cuticle was observed after 
mounting in water, absolute ethyl 
alcohol, benzene and 1-bromonaph- 
thalene. We made sure that these 
liquids completely impregnated the 
cuticle by drying the slide at 40°C 
before each transfer. Fearing that 
benzene might dissolve the cuticular 
waxes, we also used cedar oil instead 
of benzene, which, however, made no 
difference. 

Subsequently the slide with the 
hair still sticking to it, was held in 
boiling chloroform for three hours, or 
in pyridine at 100° C for several hours, 
or both. After this dewaxing, the 
optical behaviour of the particular 
piece of cuticle studied earlier, was 
studied again in the same liquids. 

Before and after de-waxing, we Fig. 7. Cell with *eulieuie edie” 
were surprised to observe exactly the — petween crossed nicols (vibration pla- 
same phenomena, viz.a positive double nes indicated). Note the faint bire- 
refraction on surface view (radial) fringence of the (double) cuticle as 
and on folds (tangential view), if compared with the cellulose cell wall. 
mounted in alcohol, water or bromo-_ Birefringence of the cuticle was stu- 
naphthalene, but no visible double died in the protruding portions. 
refraction or a very faint negative one 
if mounted in benzene or cedar oil. This already suggested rodlet bire- 
fringence with a faint negative intrinsic birefringence not due to normal 
waxes. 





Since the very faint birefringence of one or two layers of cuticle did 
not allow us to draw this conclusion safely, we subsequently studied the 
same phenomena using the rolled up cuticles which could be found in great 
amounts when staminal hairs from wilted flowers had been disintegrated 
in a blendor. 

These rolled up cuticles are depicted in fig. 3 (b). The striations, which 
were still visible, were always lengthwise, proving that the former cell axis 
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was oriented that way. As there were several superposed layers of cuticle, 
ihe double refraction of these “rolls” was much higher and its observation 
much easier than with the cuticular collars. Still the birefringence was 
much too small to be measured, even with the most sensitive compensators. 


Table 1. Optical behaviour of cuticular “rolls” in different im- 

bibition liquids (+ [—] means positive [negative] doubly refractive with 

reference to cell axis; 0 means isotropic; ++ means more conspicuous pos. bire- 
fringence). 





liquid seieeak thes sign of double refraction of: 





cuticle extracted cuticle 

BE Es 15: Ms Acdece age npi ate 1 a aE SUE 

(much light-scattering) 
WARE 0 oy Aby oy hoes eres 1.33 ++ ++ 
CINRON oe ss 1.36 ++ ++ 
amylalcohol . ... . 1.408 + 4+ 
9 amylale., 1 benzylale. . 1.421 + (0, —) + (0,—) 
8 amylale., 2 benzylale. . 1.434 — (0, +) — (0, +) 
7 amylalc., 3 benzylale. . 1.447 —,0 —,0 
6 amylale., 4 benzylale. . 1.460 - — 
5 amylale., 5 benzylale. . 1.473 _ -- 
4 amylale., 6 benzylale. . 1.486 _ 
3 amylalc., 7 benzylale. . 1.499 — — 
2 amylalc., 8 benzylale. . 1.514 _ - 
1 amylalc., 9 benzylale. . 1.526 — -- 
benzylaleohol. . . | . 1535 — _ 
toluene, xylene, benzene 1.492—1.500 _ 
i a | ie PDI _— _ 
fommeloll = ss. 5 1.529 — — 
anise oil . ..... 1555 
bromobenzene ... . 1.560 — — 
cinnamomum oil .. . 1.589 — —,0, + 
bromoform. .... . 1.598 —,0 —,0,+ 
chineline ... 6. 6 « 1.620 ~ 
l-bromonaphthalene . . 1.658 + (0, —) + (0, —) 
Thoulet solution ... 171 + + 


The results with different imbibition liquids are mentioned in table 1. 
Apparenily there is a rodlet (or platelet) birefringence and a small nega- 
tive intrinsic birefringence. Both are of the same magnitude before and 
after extraction of supposedly present cuticular waxes. Both types of 
cuticle show transition of positive into negative double refraction at the 
same refractive indexes. The boundaries of the cuticles practically dis- 
appeared at n = 1.5 which confirms the findings of Meyer |I.c.] with other 
cuticles. Here the negative birefringence should be highest, but this could 
not be discerned. Both intrinsic and rodlet birefringence must be very 
slight. 
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We have to emphasize that various “cuticular rolls” behaved slightly 
differently. At the transition ranges some were faintly positive, others 
isotropic or faintly negative*®. Even one “roll” could be partly positive, 
partly negative or isotropic. The explanation is obvious. The folds which 
produce the rodlet birefringence will be more or less pronounced in diffe- 
rent pieces of cuticle, which will cause a slight shift of the transition points 
as schematized in fig. 8. 

On the left the curve is drawn steeper than on the right, for, as already 
appeared in table 1, the birefringence is conspicuously brighter in liquids 
with low than with high refractive index. Meyer |10| stated the same 
phenomenon in Clivia cuticular layers and Frey-Wyssling [2] believed 
that the reason lay in the use of 
polar liquids for low and apolar +] BIREFRINGENCE 
liquids for high refractive indices. 

The behaviour in chinoline was 
rather abnormal. Although a re- 
fractive index of 1.62 indicated 0 
a mixture of positive, negative and 
isotropic cuticles, we only found 
negative ones, which, in addition, 1! REFRACT. 
were rather brightly birefringent. ~ 1.42 160 INDEX 
If this substance penetrates better 
than the others, the double refrac- 
tion should be more positive. Per- 





bee ae ee ee 





Fig. 8. Schematical representation of 
rodlet birefringence curves and intrin- 
sic negative birefringence exhibited by 
haps there is oriented adsorption  ;olled up cuticles. Different rolls do 
of chinoline molecules giving a ne- not behave quite alike which is indi- 
gative double refraction of theirown. cated by two curves. The curves for 

How are the rodlet (or platelet) rodlet birefringence are asymmetric. 
birefringence and the intrinsic bire- 
fringence to be explained? Undoubtedly the invisibly small clefts and 
ridges in the cuticle will produce a rodlet birefringence. One may also cail 
it platelet birefringence, since the clefts in fact will be lamellar. To demon- 
strate how heavily folded the cuticle is, we reproduce in fig. 9 figures 53 
and 54 of Martens [8]. Naturally, only the visible folds and clefts are 
drawn. Not these, but the invisible ones will cause the rodlet birefringence. 
We shall see that there are indications of the presence of longitudinal spaces 
inside the cuticle, which of course will play their part in the rodlet bire- 
fringence. Since the cuticle is folded, these spaces might be rodlets or 
platelets as well. 

The small negative intrinsic birefringence cannot be due to transversely 
oriented cellulose fibrils, since cellulose is absent (the cuticular “rolls” also 
completely disappear in hot alkali). Moreover, if present, such fibrils would 


® Sometimes a heavily positive birefringent “roll” was seen while the object 
was mounted in benzene for instance. These are “rolls” of unwound and sub- 
sequently rolled up cellulose bands from the cellulose layer (see section 1a and 
fig. 3e). 
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probably cause a positive double refraction, because of the folds in the 
cuticle. As a result of these folds one never gets a real surface view (radial) 
of the cuticle, but always a tangential view. This will show positive double 
refraction with positive and negative birefringent cell walls alike, because 
in both cases the smallest refractive index is radial. 

For the same reason it is improbable that some other oriented macro- 
molecular cell wall material with long anisotropic molecules would cause 
the intrinsic birefringence, leaving aside the fact that as yet such doubly 
refractive cell wall material is unknown. 

But still crystals or oriented molecules must be present to explain the 
intrinsic birefringence. We could not find any difference in the behaviour 
cf normal cuticles and those extracted with hot chloroform and pyridine. 
If crystalline waxes were present and if the wax molecules were oriented 
radially as in Clivia and other plant cuticles (Meyer [10]), then, as a result 
of the presence of folds, they would in fact cause a negative birefringence 
in radial as well as tangential views of the cuticle. It is possible that there 
are such oriented chain molecules, but apparently they are not soluble ones. 
Probably they are chemically bound by the cutin molecules. Then, however, 
this material should not be considered as wax, but as a part of the cutin. 

We know only that cutin is a polymolecular network of several dicarbo- 
xylic and hydroxycarboxylic acids, connected through ester and ether 
bridges. Thus there are many possibilities of chemical bonds between cutin 
and the carboxyl and hydroxyl groups of waxes, which then will be in- 
corporated in the cutin. 

Even then, however, one point is still obscure. Why should these bound 
wax molecules be oriented radially? Cuticles are always said to be opti- 
cally isotropic, although they do contain wax. Its spatial network therefore 
and the enclosed pores must be structurally isotropic. Even when the wax 
molecules are bound to the pore-walls in oriented positions, they should not 
exhibit birefringence. However, Meyer [10] has shown that the cuticular 
layer of Clivia, etc., consists of two doubly refractive layers: an inner one, 
containing cellulose, pectin cutin and wax and an outer, containing cutin 
and wax only. According to her, both must contain tangentially oriented 
lamellar pores, filled with radially oriented wax molecules. After extract- 
ing the waxes, both showed a platelet birefringence disappearing in liquids 
with n=1.5. The cuticle sensu stricto in these plants was optically iso- 
tropic as usual. 

We have stated, that the “cuticle” of Tradescantia does not contain 
cellulose, but it certainly might contain such a cellulose-free anisotropic 
cuticular layer besides a cuticle sensu stricto or even without the latter. 
Thus the only new supposition made is that a part of the waxes in the 
Tradescantia “ cuticle” are chemically bound to the cutin. As far as we can 
see, it is the only possible explanation of the intrinsic negative birefringence. 

Finally, we wish to emphasize that this very faint intrinsic birefringence 
in Tradescantia “ cuticles” will undoubtedly be overlooked by everyone 
who is not especially looking for it. Probably many allegedly isotropic 
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cuticles (as well as the isotropic, benzene impregnated, dewaxed, cellulose- 
free part of the cuticular layer described by Meyer |[10]) will be found to 
be faintly doubly refractive on critical scrutinization. In other words, it 
seems quite possible to us that in other dewaxed “cuticles” also a faint 
intrinsic birefringence may cause us to postulate the presence of chemically 
bound oriented “wax” molecules in small numbers. 

In concluding this section we hold, that the loosened “ cuticles” of wilted 
staminal hairs of Tradescantia do not contain cellulose. They exhibit 
a positive rodlet (or platelet) birefringence, probably due to cuticular folds 
and to longitudinal spaces inside the cuticle. Furthermore there is a very 
small negative intrinsic birefringence in normal and dewaxed cuticles as 
well, suggesting the presence of chemically bound, radially oriented chain 
molecules in these longitudinal spaces. 
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Fig. 9. Transverse section of a cell of a staminal hair as published by Martens [7], 
showing many cuticular folds. 


§ 3. Electron micrographs of the cellulose celi wall layer 


As was stated in the Introduction, it was our purpose to find out whether 
the cellulose cell wall layer of the cells of Tradescantia staminal hairs con- 
sists of one predominantly transversely oriented layer, or of a more or less 
transversely oriented layer on the inside and an isotropic or axially oriented 
layer on the outside. 

Since the greatest difference between the structure on the inside and on 
the outside is to be expected after as great an extension as possible, we first 
studied these cell walls in hairs of wilted flowers, which have not been 
lengthened by growth only, but by endosmosis as well. 

Having found the expected difference here, we subsequently studied 
hairs from very young flowers to see whether the orientation of the fibrils 
on the outside had already been reversed or not. 

Finally we investigated the structure of the transverse walls separating 
two cells. 
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a) Hairs from wilted flowers 


The hairs from wilted flowers, collected on the day after flowering, were 
put in 70% alcohol and disintegrated with a blendor for 20-30 minutes. As 


Felt-like isotropic 


g on top, is difficultly visible. Cell axis indicated by 


arrow. 


Electron micrograph of the cut end of a cuticle-free cell from the staminal hair obtained from 
Lower cell wall protrudes, showing a transverse structure on the inside. 


a wilted flower. 





fibrillar structure on the outside of the cell wall lyin 


Fig. 10. 


was shown in fig. 3, the cellulose cell wall layers are freed from their cuticles 
and the cells are cut into pieces. After centrifuging and removing the 
alcohol, the tubes were filled with 5% NaOH and heated at 100°C for 
about an hour. After centrifuging and washing several times with hot 
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distilled water, a drop of the final suspension was dried on the Parlodion 
covered mounting grids, shadowed with chromium and examined at the 
Institute for Electron Microscopy. When present, cut ends showing pro- 
truding pieces of single cell walls were micrographed. Firstly, because these 
are half as thin as the double cell wall and secondly, since these will ex- 
hibit the inside of the cell wall provided the lower cell wall is the pro- 
truding one. 





Fig. 11. Electron micrograph of the outside of single (partly double) cell wall of 
full grown cell, showing the isotropic fibrillar structure more in detail. 


We obtained several micrographs, all exhibiting the same difference in 
fibrillar structure between the inside and the outside of the cell wall, which 
is demonstrated by fig. 10, 11 and 12. We refer to the captions of these 
figures. 

We may conclude, that the cellulose fibrils on the inside of the cell wall 
are oriented more or less transversely. In fact their average orientation will 
not be exactly transverse in many cases, but of the nature of a flat spiral, 
which was proven in section 4. 

On the outside. however, the fibrils constitute a network, giving the im- 
pression of felt, which therefore may be called structurally isotropic. In 
some cases a slight preference for axial orientation seems to exist, but this 
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appearance is not to be trusted, since in all these cases the direction of 
shadowing was transverse. This undoubtedly will show up the fibrils 
running axially. Still, we believe that in living cells the structure in fact 
might not have been quite isotropic, but more axial. For we have to 


Cell 
structure on the inside, isotropic felt-like fibrillar structure on the outside. 


ts outside. 


ing i 


mn 
=} 
a 
a 
Oo 
a] 
= 
ic] 
| 
o 
a) 
= 
Sj 
we 
> 
- 
_ 
ol 
iso] 
= 
— 
—_ 
o 
= 
= 
o 
oO 
2) 
=_ 
to 
i=] 
- 
n 
1?) 
o 
= 
— 
1 
oS 
= 
— 
— 
= 
o 
— 
i} 
o 
ao) 
_ 
nN 
i=} 
_ 
co 
~ 
a 
c 
= 
i= 
<9] 
m 
to 
© 
I 
= 
i=) 
£ 
~ 
oO 
‘S) 
os) 


12. 
axis indicated. 


Transverse 


r 








ESE 2 SS OS SYST OVS eS OA eae 


lal 








Cell Wall Structure of Staminal Hairs of Tradescantia virginica 17 


remember that the cells studied had shortened considerably due to loss of 
turgor, alkali treatment and desiccation. 

The fibril thickness can be roughly estimated at 100 A units on the inside 
and the outside alike. 





Tig. 13. Electron micrograph of the outside of the cuticle-free cell wall of very 
young cell, still in stage of cell division. Cell axis indicated. Felt-like isotropic 
fibrillar structure. 


b) Very young hairs, showing cell division at their apices 


Buds of about 5 mm in length were carefully dissected. In the staminal 
hairs of these the top 3—5 cells showed cell division. Undamaged hairs were 
collected in a small glass tube containing 5% NaOH and kept at 100°C for 
one hour. They were then centrifuged, washed with distilled water and 
heated 10 min. in 1% HCl. After washing again the suspension was put on 
a glass plate. Using incident illumination to detect the transparent hairs, 
these were transferred onto a Parlodion covered carrier of a Philips electron 
microscope. The hair was oriented in such a way that it appeared in full 
length, or nearly so, in the aperture of the carrier. Then the preparations 
were shadowed. 


Protoplasma, Bd. XL/1. 
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The electron micrographs showed that the cuticle had been dissolved, 
but that the cell contents had not disappeared completely during the alkali 
and acid treatments. Since the cells had not been disintegrated, protruding 
pieces of single cell walls were naturally absent and the electron beam had 
to pierce both top and bottom cell walls in addition to some cell contents. 
Of the electron micrographs obtained, the one depicted in fig.13 shows 
fibrils clearest. This micrograph and several others, which are even less 
suitable for reproduction, allow us to conclude that even in very young cells 
at the apices, the outside of the cellulose cell wall is already an isotropic 
network. This does not confirm our theory, which supposes a transverse 





Fig. 14. Electron micrograph of the inside of the cellulose cell wall of very young 
cell, still in stage of cell division. Cell axis indicated. More or less transverse 
fibrillar structure. 


structure on the outside of cells, not yet grown. However, it does not con- 
tradict our theory either, for, strictly speaking, it is impossible to find a spot 
where the cell wall has not extended at all. Even a cell which is in the act 
of dividing, must have lengthened to enable it to divide. After all, the 
whole staminal hair originated from one epidermis ceil. 

We did not disintegrate the young hairs, but we accidently obtained 
one electron micrograph of the inside of the cell wall (4th cell from the top). 
Apparently the particular cell had been damaged and on this spot the 
upper cell wall was folded up, exposing the inside of the lower one. As 
can be seen in fig. 14 the structure is more or less transverse. This was to 
be expected, since young hairs are negatively birefringent like old ones. 
There is one difference; in full grown cell walls the structure is more com- 
pact and better oriented. The fibril thickness is the same. 


— 





————— 
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c) Transverse cell walls 
We also made electron micrographs of the transverse cell wall separating 
two cells. This cell wall is seen in surface view when cut pieces of cell-ends 


ar structure. The separating cell wall shows a perforated isotropic 


a transverse cell wall in full grown hair from a wilted flower. Border 


lectron micrograph of part of 


of the transverse wall shows circular fibrill 


4 


Fig. 15. F 


adhere to the membrane in an upright position, as is shown in Fig. 3 (d) 
and also in fig. 4. The result is shown in fig. 15 and 16. As can already 
be deduced from its birefringence (Fig. 4) the borders of the separating 
cell wall exhibit a circular fibrillar structure. 


J* 


network. 


fibrillar 
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Fig. 16. Electron micrograph of part of a transverse cell wall separating two cells 
in full grown hair from wilted flower. Isotropic fibrillar network perforated by 
holes of about 0,1 “ diameter. 





ae 
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The separating cell wall itself is perforated by some 800 circular holes 
of about 0,1 u diameter. Very probably in the living cell plasmodesmata 
passed through these holes. Similar holes occur in the membranes of pits, 
found in the cell wall of parenchyma cells from maize coleoptiles [11]. 


Summary 


The loose “cuticles” of the cells of wilted staminal hairs of Trades- 
cantia virginica do not contain cellulose at all; (compare fig. 6 with 
fig. 5 and 7). They exhibit a positive rodlet birefringence with reference 
to the cell axis, which is probably due to cuticular folds and to longitudinal 
spaces inside the cuticle. There is a faint negative intrinsic birefringence 
in normal as well as in dewaxed cuticles, suggesting the presence of chemi- 
cally bound, radially oriented chain molecules in these longitudinal spaces. 
(See table 1 and fig. 8.) 

According to the oblique extinction of single cell walls between crossed 
nicols and according to the fact that the cell wall, if torn, sometimes shows 
unwinding spirals (fig. 1, 2) the fibrillar structure of the cellulose cell wall 
in many cells must be oriented according to a flat Z- or S-spiral. In ciher 
cells this structure is predominantly transverse. 

Electron micrographs show that in addition to the more or less trans- 
versely oriented predominant inner layer of the cell wall, there is an outer 
layer with more or less isotropic, fibrillar structure (fig. 10, 11, 12). This 
is explained by assuming that the outer layer is in a less favourable position 
for intussusception of new fibrils during growth than the inner one, which 
will cause a reversion of the originally transverse fibril orientation in the 
former. The same layer structure is already found in very young cells, still 
showing cell division: (fig. 13, 14). The fibril thickness is about 100 A. 

The cell walls separating the cells of the staminal hairs are perforated 
by some 800 holes of about 0,1 « diameter, which probably contained plasmo- 
desmata, (fig. 15, 16). 
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V. Fortpflanzung 


A. Zweiteilung 

Bei der Darstellung der Teilung werden folgende Bezeichnungen an- 
gewendet: 

Abkugelungspseudopodien: Kurze kleine Pseudopodien, die zu 
Beginn der Teilung auf der kugeligen Oberflache entstehen; sie sind die 
einzigen Ektoplasmabildungen im abgekugelten Teilungstier (Abb. 3, 21, 
25 a). 

Streckpseudopodien: Zeigen die erste Streckung des Teilungs-Tieres 
nach der Abkugelung an (Abb. 21 c, 22, 24a, 26h, 27 a). 

Drehfalten: Ektoplasmatische Falten, die bei der Teilung zwischen 
den Tochtertieren auftreten (Abb. 21, 22, 24 a, 27 a). 

PreRwiilste: Entstehen durch Plasmavorwélbungen beider in der Mitte 
noch verbundener Tochtertiere; sie werden wie die sich beriihrenden Ran- 
der zweier Glocken gegeneinandergepret (Abb. 21 k, 23, 24, 27 ¢, d). 
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Teilungspseudopodien: Von beiden Tieren ausgebildete Pseudo- 
podien, in die die diinne Plasmaverbindung der Tiere miindet (Abb. 21 p—s). 

Teilungsstiel: Plasmabriicke zwischen den Tochtertieren, solange 
noch eine Entoplasmaverbindung besteht (Abb. 21 m—o). 

Teilungsfaden: Die Plasmabriicke, nachdem die Entoplasmaverbin- 
dung endgiiltig unterbrochen ist (Abb. 21 p—s). 


1. Allgemeines 


Vermehrung durch Zweiteilung ist bei Amében schon von vielen Arten 
beschrieben worden. (Hier sind nur Arbeiten aufgefiihrt, die die Erst- 
beschreibung oder die genauere Darstellung einer Teilung bringen, nicht 
solche, in denen Einflu&® von Chemikalien u.a. auf die bereits bekannte 
Teilung untersucht wird: F. E. Schulze 1874; A. Gruber 1889; Schau- 
dinn 1894 |zwei Arbeiten]|; Awerinzew 1904; Vahlkampf 1905; 
Beaurepaire-Aragao 1909; Chatton 1910; Glaser 1912 [zwei Ar- 
beiten|; Wasielewski und Kiihn 1914; Kiihn 1917; Doflein 19148; 
Ivanic 1924; Raabe 1925: Johnson 1930; Chalkley 1931; Chalkley 
und Daniel 1933; Chalkley 1934 [zwei Arbeiten]|; Voegtlin und 
Chalkley 1935; Chalkley 1935; Dawson. Kessler und Silberstein 
1935 und 1937.) Ubereinstimmend wird bei allen beobachtet, da der Tei- 
lung ein Abkugelungsstadium vorausgeht; es kann bei einiger Ubung sicher 
erkannt werden, wird aber ohne vorherige Beobachtung aller Stadien 
meist iibersehen. Die Abkugelung erfolgt bei manchen Arten schon in der 
Prophase, bei anderen spiter und kann im Extremfall erst in der Anaphase 
auftreten. Die einzige Arbeit mit genaueren Angaben iiber die Teilung bei 
A. sph. ist die von Mattes (1924): ,,.Die Einschniirung wird durch starke 
Pseudopodienbildung vertieft, die Verbindungsbriicke zog sich nicht in die 
Lange, die beiden Halften bleiben nah zusammen. Die Einschniirung dauerte 
16—15 Minuten, die endgiiltige Trennung erfolgte oft erst nach Stunden.” 
Die Teilung soll meist in den spaten Abendstunden und von 8 bis 10 Uhr 
erfolgen. Nach Glaser (1912) finden bei A. verrucosa die Teilungen 
zwischen 6 und 9 Uhr abends statt, Grosse-Allermann (1909) halt so- 
gar die Zweiteilung bei A. terricola fiir sehr unwahrscheinlich, ,,weil sie bei 
ihrer Lebensweise sehr unzweckmiaBig sei“! (Warum, wird nicht gesagt.) 

Durch geeignete Methodik war es méglich — nachdem Teilungsmodus 
und Aussehen der friihesten Stadien einmal erkannt waren —, zu jeder 
Stunde des Tages und der Nacht, in jedem Monat des Jahres Teilungen zu 
beobachien. Die neue, bisher noch nicht beschriebene Art der Teilung wird 
wahrscheinlich bei allen Amében der Verrucosa-Gruppe ahnlich sein, weil 
sie durch die Starre der Pellicula bedingt ist. 


2. Die Teilung von A. sph. bei subjektiver Beobachtung und unter Zeitraffung 
Das charakieristische iufere Zeichen des Teilungsbeginns ist die Ab- 


kugelung der Amébe. Auch bei beginnenden Absterbeerscheinungen und 
bei Erschiitterungen kugeln sich die Tiere ab, doch kommen bei einiger Er- 
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fahrung nur sehr selten und auch nur mit sehr friihen Stadien Verwechs- 
lungen vor. 
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In etwas spaiterem Stadium der Abkugelung bilden sich unverkennbare 
Pseudopodien (= Abkugelungspseudopodien) (Abb. 21a. b), die es 
nun iiber jeden Zweifel sicher machen, daft eine beginnende Teilung beob- 
achtet wird. Es sind sehr kurze und wenig breite Pseudopodien, die auBer 
hei der Teilung nie vorkommen. Da die Kugel unter allen Koérpern 
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die kleinste Oberfliche im Verhaltnis zum Inhalt hat, wird bei der recht 
schnell erfolgenden Abkugelung die Pellicula der vorher gréferen Ober- 
flache in Falten gelegt (Glaser [1912] beobachtete bei A. verrucosa auch 
starke Fialtelung). Vielleicht wird auch durch Ubergang in den Gelzustand, 
d.h. durch Wasseraustritt, das Ektoplasma noch starrer. Im optischen Quer- 
schnitt entsteht ein Bild, als ob ein Kreis nach aufen hin von kleinen Bogen 
umgeben wird (Abb. 21, 3a—c, 25a); die Oberflachenschicht zeigt ein vollig 
ungeordnetes Durcheinander von kleinen und kleinsten Ektoplasmafialtchen. 
Der durchschnittliche Durchmesser des Teilungs-Tieres betragt in diesem Sta- 
dium 108 » (nach 100 Messungen). Das Ektoplasma ist nur auf diese diinne 
aiuRere Schicht begrenzt, das Innere der ,,Kugel“ besteht aus Entoplasma, 
in dem sich die Granula in subjektiv sichtbarer, zitternder Bewegung be- 
finden, ein Zeichen geringer 
Viskositat. Auch in diesem 
Stadium wird die kontrak- 
tile Vakuole durch Zu- 
sammenflieRen aus vielen 
kleinen Blaschen gebildet 
und regelmafig entleert 
(Abb. 3, 21a). Manchmal 
flie8t aus der abgekugelten 
Améobe noch einmal ein gré- 
Beres hyalines Pseudopo- 

SU dium vor, das aber bald wie- 
Abb. 22. Ausbildung der Drehfalten Df. a erstes der riickgebildet wird. Nah- 
Sichtbarwerden der Drehfalten zwischen Streck- rungsvakuolen und Kern be- 
pseudopodien Stps und Abkugelungspseudopo- finden sich immer in der 
dien Aps; b Anwachsen der Drehfalten; c Dreh- Mitte des Tieres, von Gra- 
falten kurz vor ihrer Vereinigung in der Mitte. yuyla umgeben. Meist weist 





das Teilungs-Tier eine leicht 
gelbliche Farbung auf. Nach einiger Zeit hort die Pulsation der kontrak- 
tilen Vakuole auf und das Tier verharrt — bei subjektiver Beobachtung — 
einige Zeit in vélliger Ruhe (Abb. 21 b). Die Aufnahme unter Zeitraffung 
zeigt allerdings, da auch hier Bewegungen im Innern stattfinden. Nach 
dieser Zeit der ,,.Ruhe™ bilden sich an entgegengesetzten Punkten an Stelle 
der Abkugelungspseudopodien etwas gréfere, lappigere Pseudopodien, die 
schnell wachsen (=Streckpseudopodien): es ist eine Streckung zu 
bemerken in der Achse, die durch die beiden Punkte der ersten Pseudopodien- 
bildung lauft (Abb. 21 c, 22, 27a). Die Streckpseudopodien nehmen weiter 
an Gréfe zu, nur in der Mitte des Teilungs-Tieres befinden sich noch die fiir 
den Teilungsbeginn charakteristischen kleinen Abkugelungspseudopodien 
(Abb. 21 a, 27). Nun beginnt der bemerkenswerteste Vorgang der gesamten 
Teilung: auf beiden Seiten, an der Grenze zwischen den vorgeschickten Streck- 
pseudopodien und den noch unveranderten Abkugelungspseudopodien be- 
ginnen sich Ektoplasmafalten zu bilden (= Drehfalten) Abb. 22a, die in 
spitzem Winkel zur Langsachse laufen und sich schnell vergréfern 
(Abb. 226). Sie ,,.wachsen“ aufeinander zu (Abb.22c) und vereinigen 


as 
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sich in der Mitte. So verschwinden die kleinen Abkugelungspseudo- 
podien, die sich also in einem Ring quer zur Langsachse, am weitesten ent- 
fernt von den Stellen der ersten Bildung der Streckpseudopodien, am lang- 
sten erhalten (Abb. 21d, 22c). 

Bei Beginn der Streckpseudopodienbildung hat die Mitte des Teilungs- 
tieres den gr6fRten Durchmesser im Vergleich zu jeder anderen Stelle 
quer zur Teilungsachse. Nach der Vereinigung der Drehfalten ist der Durch- 
messer an drei Stellen des Teilungs-Tieres etwa gleich: in der Mitte und 
in beiden Tieren ungefihr in der Mitte der Streckpseudopodien 
(Abb. 21e—g). Sieht man ein Tier im optischen Schnitt, so kann man beim 
Beobachten der Figur mit drei etwa gleichen Durchmessern schliefen, da 
sich die Drehfalten gerade erreicht haben. Die Zeit vom ersten Auftreten 
der Drehfalten jeweils zwischen Streckpseudopodien und Mitte des ge- 
samten Teilungs-Tieres (Abb. 22 a) bis zu ihrer Vereinigung zu einer Struktur 
betragt etwa vier Minuten (Abb. 21f). Auf Abb. 21: Beginn ungefahr eine 
Minute vor Abb. d, Vereinigung bei Abb. f, g (gleiche Zeit, verschiedene 
Tiefe). Von nun an schniirt sich die Teilungszone schnell weiter ein und 
weist bis zum Durchreiffen des Teilungsfadens den geringsten Durchmesser 
im ganzen Teilungs-Tier auf. Durch Fokusieren ist festzustellen, da die 
Drehfalten bei Einstellung auf die Oberflache von links unten nach rechis 
oben laufen, bei tieferer Einstellung (,,untere Oberflache“) von links oben 
nach rechis unten (Abb. 21f, g); sie bilden also zur gleichen Zeit an jeder 
Stelle den gleichen spitzen Winkel mit der Langsachse. Die Teilungs- 
stelle schniirt sich nun immer mehr ein (Abb. 21h, i), die beiden spateren 
Tochtertiere sind schon gut zu erkennen. 

Dieser Vorgang, nach dem Zeitrafferlaufbild als Drehen der Toch- 
tertiere gegeneinander zu erkennen, wird von einem neuen Mechanismus 
zur Durchtrennung des Plasmas abgelést: von den beiden Teilungs- 
tieren her bewegen sich auf allen Seiten Pseudopodien aufeinander zu, die 
sich bald erreichen, jedoch nicht zusammenfliefen, sondern sich gegen- 
einander pressen (= Pref wiilste). Sie sind nicht bei jeder Teilung gleich 
deutlich ausgepragt (Abb. 21 k, / nur angedeutet, Abb. 23 a—f in fast sche- 
matisch zu nennender Klarheit). 

Es kann angenommen werden, daft auch hier die Drehung der Teilungs- 
tiere gegeneinander erhalten bleibt, daf also die Preftwiilste sich in ent- 
gegengesetzter Richtung gewissermafen tastend aufeinander bewegen und 
damit den Teilungsstiel in der Mitte immer mehr abdrehen. 

Um den Teilungsstiel befindet sich ein Hohlraum, der mit dem 
Aufenmedium erfiillt ist; darauf folgt das Plasma der Preftwiilste, das ihn 
nach dem Aufenmedium hin abschlieft. Die beiden Teilungs-Tiere sind in 
diesem Stadium mit zwei Glocken zu vergleichen, die mit den Randern 
aufeinanderstehen; die beiden aneinanderstofenden .,Kléppel” stellen die 
einzige noch bestehende Plasmaverbindung der Tochiertiere dar (Abb. 23d, e). 
Das Aneinanderpressen der Preftwiilste kann so stark sein, daf der Tei- 
lungsfaden jetzt schon reiftt, solange also das Plasma der beiden Teilungs- 
tiere noch in Beriihrung ist. Das geschieht aber nur recht selten, in den 
meisten Fallen tritt ein Auseinanderfliefen der noch verbundenen 
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Tochtertiere ein, die seit Beginn der Abkugelung bis jetzt frei in der 
Kulturfliissigkeit schweben (Abb. 21m). Die lobosen Pseudopodien, 
die jetzt gebildet werden, dienen dem Anhaften an der Unterlage 
(Abb. 21m—s, 27d, e); von nun an kann man von zwei Tieren sprechen, 
die nur noch durch einen diinnen Ektoplasmafaden verbunden sind. 

Die Ausbildung der lobosen Pseudopodien schreitet weiter fort 
(Abb. 21n); der Teilungsstiel, auf dem bei scharfer Einstellung immer 
noch die Drehfalten deutlich sichtbar sind, wird von den beiden festhaften- 
den Tieren zum Faden in die Lange gezogen (Abb. 21 o—s). 

Der Teilungsfaden, der sich, wie auch schon der Teilungsstiel, bei beiden 
Tieren in ein Teilungspseudopodium fortsetzt und als starrer Faden im 
Ektoplasma der beiden Tiere weiter zu verfolgen ist, erinnert so sehr an 
irgendeine Faser, z. B. des Tuches, mit dem der Objekttriger gereinigt 
wurde, daf man bei den ersten beobachteten Teilungen im Zweifel sein 
konnte, ob zwei Tiere die gleiche Stoffaser aufzunehmen versuchten, oder ob 
es sich um eine Teilung handelte! Es ist daher méglich, daf auch bei 
Pénards Beobachtung (1913) das Ende einer Teilung vorlag und nicht die 
Aufnahme einer Stoffaser, wie er meint. Daf die Tiere (A. verrucosa) sich 
durch Deckglasdruck trennten, ist bei der Diinne des Fadens sehr wohl 
moglich. Die Fortsetzung des Teilungsfadens als starre Faser 
in die Teilungspseudopodien beider Tochtertiere ist durch das Um- 
flieBen des Fadens durch die Pseudopodien zu erklairen; ein Vorgang, der 
Ahnlichkeit mit der Aufnahme einer Oscillatoria zeigt. Es findet hier also 
eine Invagination des eigenen starren Ektoplasmas stati! Diese 
Beobachtung lat vermuten, daf das zihe Ektoplasma der Abkugelungs- 
pseudopodien sich nur stufenweise in das normale Ektoplasma umbildet; 
es kiénnie der Teilungsfaden sonst nicht als Kérper anderer Lichtbrechung 
vom iibrigen Ektoplasma unterschieden werden. 

Beim Auseinanderziehen des Teilungsfadens ist zu beobachten, daft die 
Vakuolen, die sich seit dem Auftreten der Prefwiilste an allen Stellen 
bildeten, mehr und mehr verschwinden und daft sich jetzt nur an der 
Teilungsstelle grofe tatige Vakuolen befinden (Abb. 21 p—r). Die seit Be- 
ginn der Prefwulstbildung auftretenden Vakuolen bleiben zwar oft noch bis 
nach dem Reifen des Teilungsfadens erhalten (Abb. 21), nehmen aber nicht 
mehr an Gréfe zu und werden nicht nach aufen entleert. Nach der mit 
dem Durchreiffen des Fadens vollzogenen Trennung ist kurze Zeit an einem 
oder beiden Teilungstieren noch ein Stiick des Teilungsfadens zu sehen 
(Abb. 21s). Er wird aber rasch in das Plasma aufgenommen und dann ist 
auBerlich nicht mehr zu erkennen, dal} die Tiere gerade noch verbunden 
gewesen sind. Die Lange des Teilungsfadens ist sehr verschieden; Mes- 
sungen an 40 Tieren ergaben 40 « im Durchschnitt. Der langste gemessene 
Faden war 82 yu, der kiirzeste 10 yw. 

Im giinstigsten Fall kriechen die Tochtertiere nach erfolgtem Festheften 
an der Unterlage in entgegengesetzter Richtung davon und ziehen dabei 
den Teilungsfaden auseinander, bis er rei®t. Doch kommt es auch haufig 
vor, daf sie sich nicht genau entgegengesetzt fortbewegen oder dak sie sogar 
um- und iibereinander kriechen und es somit gar nicht zum Ausziehen eines 
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langeren Fadens kommen kann. Die Teilungsdauer von gler letzten Vakuole 
vor der ,,Teilungsruhe” bis zum Reiffen des Teilungsfadens wird dadurch 
natiirlich vergréert, doch sind solche Teilungen durchaus als normal an- 
zusehen. Wenn in solchen Fallen der Augenblick der Durchtrennung zeitlich 
genau fafbar war, wurden die Aufzeichnungen iiber diese Teilungen mit 
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Abb. 23. Teilung, PreBwulststadium. a Beginn der Prefwulstbildung; b, c 3’, ver- 
schiedene Tiefe; d 7’; e 12’; f 15’. Erklarung s. Text. 


zur Berechnung der Durchschnitiswerte herangezogen. Es kommt auch vor, 
da ein Teilungstier fast ganz bewegungslos an der Stelle, an der die 
Teilung stattfindet, liegenbleibt, wahrend das andere mit beachtlicher Ge- 
schwindigkeit davonkriecht und dabei den Teilungsfaden auszieht. 

Soweit die Schilderung des Teilungsvorganges nach subjektiver Beob- 
achtung. Die Auswertung der Zeitrafferaufnahmen ergab noch fol- 
gende Tatsachen: 

Nach Beobachtungen und Zeichnungen in bestimmten Zeitabstanden war 
zu erwarten, und Laufbild und Teilbildanalyse haben es einwandfrei be- 
statigt, da der Winkel, den die Drehfalten mit der Langsachse bilden, 
immer gréBer wird. Die zuerst fast in Richtung der Langsachse laufen- 
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den Falten zeigen kurz vor der Prefwulstbildung eine WinkelvergréRerung 
von etwa 45° (Abb. 24a). 

Die Zone der Drehfalten wird im Verlauf der Teilung immer kiirzer und 
verliert gleichzeitig an Breite (vgl. Abb. 21f—i), bedingt durch das Weg- 
strémen des Entoplasmas vom Mittelpunkt nach beiden Tieren und 
schrittweise Umbildung des ganz starren Ektoplasmas der Abkugelungs- 
pseudopodien iiber die Drehfalten zum 
normalen Ektoplasma der Tochtertiere 
(Abb. 22). Nur an der Stelle der beiden 
Kernriume ist das Teilungstier, und 
zwar bei der Streckpseudopodienbil- 
dung, befihigt, das starre Ekioplasma 
der Abkugelungspseudopodien in das 
normale Ektoplasma umzubilden. 





Abb. 24. Teilung von A. sph. a Veriinderung des Winkels, den die Drehfalten mit 

der Lingsachse des Teilungstieres bilden um etwa 45° in 13 Minuten (Teilbild- 

analyse); b Schematischer Querschnitt durch die Teilungszone; von innen nach 

auBen: 1. Entoplasma, 2. normalfliissiges Ektoplasma, 3. starres Ektoplasma der 
Drehfalten. 


Die Wirkungsweise der Drehfalten kann verschieden erklirt werden: 
entweder kénnten sie aktiv durch Anderung des Winkels, den sie mit der 
Langsachse bilden, und durch Zusammenriicken der einzelnen Falten die 
Anniherung der Tochtertiere bewirken, oder sie kinnten passiv entstehen 
durch Entoplasmabewegungen im Innern des abgekugelten Teilungs-Tieres. 
Die Ursache der Faltenbildung ware dann in Strémen zu sehen, die sich 
von der Mitte aus im Uhrzeigersinn in die Tochtertiere fortsetzen. Bei 
Beriicksichtigung der Tatsache, daft die Teilung vom freischwebenden Tier 
durchgefiihrt wird, ist die erste Annahme wahrscheinlicher: doch sprechen 
der Eindruck, den das Zeitrafferlaufbild vermittelt, und folgende Beobach- 
tungen dafiir, da der Drehimpuls von den beiden Tochtertieren 
ausgeht: bei dem ersten Auftreten der Streckpseudopodien sind noch keine 
Drehfalten sichtbar, sie bilden sich erst und wachsen aufeinander zu, nach- 
dem die lobosen Streckpseudopodien eine gewisse Griéfe erreicht haben. 
Auferdem iandert sich ihr Winkel zur Langsachse von den Tochtertieren 
her (Abb. 24 a). 





ee 





Untersuchungen zur Dynamik einiger Lebensvorginge 31 


Ein Querschnitt durch die Teilungszone (Schema Abb. 246) mufi, von 
innen nach auften, folgende drei Plasmazonen erkennen lassen: 1. Ento- 
plasma, 2. normalfliissiges Ektoplasma und 3. starres Ektoplasma (der Dreh- 
falten). An der Grenze zwischen erster und zweiter Schicht erfolgt die 
Umwandlung des Ektoplasmas in Entoplasma, das dann in die Tochter- 
tiere wegstrémt. Ein vermutlich auch zwischen zweiter und dritter Schicht 
stattfindender Umwandlungsprozefi muf in geringerem Maf erfolgen, da 
auf dem diinnen Teilungsfaden noch schwach die Strukturen der Drehfalten 
sichtbar bleiben. Nachdem alles Entoplasma aus dem Teilungsstiel wegge- 
strémt ist und keine Ekto-Entoplasma-Umwandlung mehr stattfindet, wird 
der ektoplasmatische Teilungsfaden iiber die Grenze seiner Reiffestigkeit 
beansprucht; die Durchtrennung erfolgt vermutlich allein durch die Zug- 
krafte, die von den Tochtertieren ausgehen. 
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Tab. 1. Teilung von A. sph. Durchschnittswerte fiir die Zeitspannen zwischen 
den charakteristischen Punkten der Teilung. 


3. Dauer und Tageszeit der Teilung 


Im Verlauf der Teilung treten einige Verinderungen auf, die so charak- 
teristisch sind, daft sie zeitlich genau festgelegt werden kénnen: 1. Die 
letzte Entleerung der Vakuole vor der groBen Teilungsruhe, 2. das erste 
Auftreten der Streckpseudopodien, 3. das Neuauftreten der Vakuole, 4. die 
Ausbildung der Preftwiilste, 5. das AuseinanderflieBen und Anhaften an die 
Unterlage, 6. das Sichtbarwerden des Kerns, 7. das Reifen des Teilungs- 
fadens. 

Im Laufe der Untersuchungen konnten iiber 300 Teilungen beobachtet 
werden, doch nur 150 davon waren zur Berechnung der Durchschnitiswerte 
zu verwenden (die Beobachtungen setzten oft erst nach der Entleerung der 
Vakuole vor der Teilungsruhe ein, oder die Teilungen konnten wegen Aus- 
trocknen des Medium oder Uberlagerungen nicht bis zum Durchreiffen des 
Teilungsfadens beobachtet werden). Die Werte fiir die Zeitspannen vom 
letzten Entleeren der Vakuole bis zu den verschiedenen charakteristischen 
Punkten sind der Tabelle 1 zu entnehmen. 

Glaser (1912) gibt fiir die Teilung von A. verrucosa eine Dauer von 
10 bis 15 Minuten an, die zu niedrig erscheint oder sich nicht auf die Zeit 
von der Abkugelung bzw. Entleerung der letzten Vakuole bis zum Reifen 
des Fadens bezieht. 

Was bei subjektiver Beobachtung vieler Teilungen bereits auffallt, zeigt 
die Tabelle mit den Durchschnittswerten besonders deutlich: Das Auftreten 
der ersten Vakuole und der Prefwiilste ist etwa gleichzeitig, ebenso das 














32 H. Wittmann 





erste Sichtbarwerden des Kerns und das Reiffen des Teilungsfadens. 
Wie schon erwahnt, fanden die Teilungen nicht zu bestimmten Tages- 
oder Nachtstunden statt; bei etwa zehn Priaparaten kann man in den 
ersten zehn Tagen nach der Herstellung mit Sicherheit zu jeder Zeit 
Teilungen finden, spiter nimmt die Tierzahl nach der Ubervélkerung wieder 
ab und die Praparate sind, obwohl sich noch lebensfahige Tiere finden. fiir 
diese Versuche unbrauchbar. Um festzustellen, ob ein bestimmter Rhyth- 
mus der Teilungshaufigkeit im Laufe des Tages vorliegt, wurde eine 
gréBere Anzahl von Priaparaten wahrend je zehn Tagen alle sechs 
Stunden, also viermal am Tag, beobachtet und die Befunde genau 
aufgezeichnet. Die Beobachtungen wurden um 3, 9, 15 und 21 Uhr durch- 
gefiihrt. Die Temperatur lag fast immer zwischen 20° und 21° (Juli) und 
sank nie unter 19,3°. Bei jeder Beobachtung wurde die Zahl der Tiere im 
Praparat festgestellt, die in der Kurve (Tab. 2) auf der Ordinate aufge- 
tragen ist, die Tageszeit ist auf der Abszisse abzulesen. Von 35 fiir diesen 
Zweck besonders sorgfiltig hergestellten Praiparaten konnten 135 fiir die 
graphische Darstellung der Tabelle 2 verwendet werden. Durch die haufigen 
und langen Beobachtungen fallen namlich immer wieder Praparate durch 
auBere Umstiande aus: der Verlust von einem oder zwei Tieren, die durch 
Lagerung nahe dem Rand des Deckglases austrocknen oder durch Wasser- 
auffiillen weggeschwemmt werden, wiirde ja das Endergebnis schon un- 
genau machen. Jede Kurve zeigt die durch Teilungen zunehmende 
Amébenzahl in einem Priaparat. Da die Tiere und die Oscillatorien aller 
Praiparate aus der gleichen Kultur entnommen wurden, sind die Er- 
nihrungs- und sonstigen Lebensbedingungen als gleich anzusehen. 

Jede der 15 Kurven zeigt einen deutlichen, mehr oder weniger regel- 
maRigen Wechsel von Teilungsruhe und groker Teilungshiaufig- 
keit. Diese rhythmischen sprunghaften Zunahmen (rhythmisch auf langere 
Zeit gesehen, sprunghaft von einer Beobachtung zur anderen) der Tierzahl 
kénnten einen Teilungsrhythmus vermuten lassen. Es fallt aber sofort 
auf, daf die Zunahmen innerhalb eines Priparates nicht immer in 
gleichen Zeitabstanden aufeinander folgen und vor allem, daf sie 
in verschiedenen Praparaten nicht gleichzeitig auftreten. Uberzeugend 
zeigt dies die Durchschnittskurve (dick ausgezogen) aller Praparate, 
die fast eine Gerade darstellt und bei einer gréferen Anzahl von Beob- 
achtungen sich immer mehr der Geraden nahern wiirde. Die Durchschnitts- 
kurve fat zu jedem Zeitpunkt alle Tiere zusammen, als ob sie sich gemein- 
sam in einem einzigen Mikroaquarium befunden hiatten. Hiermit ist 
also erwiesen, daf die Teilungen nicht an einen Tagesrhythmus ge- 
bunden sind. Sie erfolgen innerhalb eines Praparates gehiuft, was wohl 
auf die Herkunft von einem oder wenigen Tieren zuriickzufiihren ist. Die 
Tochiertiere haben, bei gleichen Ernaihrungsbedingungen, die Fahigkeit zur 
Teilung etwa zur gleichen Zeit wieder erreicht. 


4. Die Vorginge im Kern 


Das Verhalten des Kerns wahrend und nach der Teilung ist beachtens- 
wert. A. sph. hat einen rundlichen Karyosomkern mit Binnenkérper und 
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Protoplasma, Bd. XL/1. 
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Auenkern. Der Binnenkérper wirkt durch andere Lichtbrechung gegen- 
iiber dem hyalinen Aufenkern leicht blaulich und ist bei normalen Tieren 
—- ,normal* soll hier den Unterschied zum Teilungs-Tier ausdriicken — 
immer gut sichtbar. Fangt ein Tier an, sich zur Teilung abzukugeln, dann 
ist sein Kern meist vom normalen noch gar nicht zu unterscheiden; er ist 
héchstens etwas blasser, was aber bei Tieren mit vielen Algenkniaueln nur ° 
selten feststellbar ist. Nach einiger Zeit wird er bald deutlich blasser, 
.lést sich auf“ und man kann nur noch von einem Kernraum sprechen, der 
ziemlich genau in der Mitte des abgekugelten Tieres liegt. Je zahlreicher 
die Nahrungsvakuolen sind, desto schwerer ist er nun zu beobachten. Natiir- 
lich ist die Teilungshaufigkeit bei Tieren mit vielen Algenknaueln gréfer 
als bei Amében ohne reichliche Nahrung. Der Kernraum kann deshalb von 
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Abb. 25. Teilungstiere unter Druck (nach Wasserzugabe). a Tier mit Abkugelungs- 

pseudopodien von oben; b von der Seite; c anderes Tier, im Stadium des Aus- 
einanderfliefens. 


der Auflésung des BinnenkG6rpers bis zu seinem volligen Unsichtbarwerden 
(durch Annaherung seines Lichtbrechungsindex an den des Plamas) nur 
selten beobachtet werden, ohne dafi er durch einen Nahrungskorper iiber- 
lagert wird. Bei Tieren unter leichtem Deckglasdruck kénnen sich die 
Algenknauel nicht so heftig bewegen und die Plasmaschichten unter und 
iiber dem Kernraum sind geringer, daher eignen sie sich besonders fiir 
Kernraumbeobachtungen. Eine leichte Pressung ist durch Wasserverdun- 
stung und damit verbundenes Absinken des Deckglases zu erreichen, doch 
kann eine zu starke Pressung die Teilungsvorgange ganz unterbrechen 
(Abb. 25). Nach Wasserauffiillen erholt sich das Tier zwar wieder und die 
Teilung geht normal weiter; die Amébe wurde also durch den Druck nichi 
geschiidigt, das vorher fast zu einer Scheibe geprefte Tier (Abb. 25 b) kugelt 
sich aber wieder’ ab und damit wird der Kernraum meist unsichtbar. 
Bei sehr giinstiger Lagerung konnte dreimal die Chromosomen- 
teilung im Leben beobachtet werden (Abb. 26 a—h). Béla (1926) bringt 
Abbildungen von der Chromosomenteilung an gefarbten Praparaten. 
Nach Auflésen des Binnenkérpers (Prophase) (Abb. 26a) war zunachst 
der Kernraum optisch ,,leer“ (Abb. 266), bis nach 14 Minuten die Aqua- 
torialplatte in der Mitte sichtbar wurde (Metaphase) (Abb. 26c); dann 
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wichen die Chromosome auseinander und waren nach weiteren 7,5 Minuten 
an den Polen zu sehen (Anaphase) (Abb. 26d), der Kernraum hatte sich 
leicht gestreckt (Abb. 26 d). Nach weiteren 3,5 Minuten wurden Verbindungs- 
fasern zwischen den Chromosomen an den Polen deutlich sichtbar, die 
| angsstreckung des Kernraums hatte noch zugenommen (Abb. 26e). Die 
Fasern miissen schon vorher ausgebildet werden, da sie bei fixierten Pri- 
paraten friiher sichtbar sind. Im Leben ist aber zu diesem Zeitpunkt der 
Unterschied im Lichtbrechungsindex zum umgebenden Kernrauminhalt noch 
zu gering, um sie unterscheiden zu kénnen. Nach weiteren 2 Minuten waren 
die Chromosome verschwunden; in der Mitte des Kernraums, der immer 
schwerer zu beobach- 
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lésung des Binnenkér- Abb. 26. Kernteilung. a normaler Kern; b Prophase; 
pers bis zum Unsicht- ¢ Metaphase; d Anaphase; e bis h Telophase; e Fasern 
barwerden der Kern- ZWischen den Tochterplatten; f Beginn der Kerndurch- 
a oe ee schniirung; g Kernraume getrennt; h Kernraiume an der 
. Stelle der beginnenden Streckpseudopodienbildung (ge- 


samt 32 Minuten. Die 2s 
= nemcgee “se naue Erklarung s. Text). 


Kernmembran ___blieb 
wahrend der Teilung erhalten; Bélat (1926) stellte das schon an fixierten 
Praparaten fest. Die Chromosomenzahl konnte nicht ermittelt werden. Der 
zuriickgelegte Weg des eben durchschniirten Kerns von der Mitte bis zum 
Rand betrug im Durchschnitt 44, und wurde in 10 Minuten zuriick- 
gelegt (nach Zeichnungen mit dem Abbeschen Zeichenapparat). Das erste 
Auftreten der Streckpseudopodien fallt bereits in die spate Telophase. 
Wihrend der Pro-, Meta-, Ana- und friihen Telophase ist das Tier ab- 
gekugelt und Reizen aus der Umwelt gegeniiber weitgehend unempfindlich; 
doch schon in der spaiten Telophase kann wieder Nahrung aufgenommen 
werden. Das Kniulen eines Algenfadens wurde im friihesten Fall vor dem 
Auftreten der ersten Vakuole beobachtet; bei an der Unterlage anhaftenden 
Tieren ist die Nahrungsaufnahme durchaus nicht selten. Von der spaten 
Telophase ab werden Umweltreize also wieder mit Reaktionen beantwortet. 

Daf die Beobachtung der drei Fille von Chromosomen- und Kernraum- 
teilung richtig war, bewies das eine Minute spiater einsetzende erste Auf- 
treten der Streckpseudopodien an den Stellen, an denen die Kernraume 
zuletzt beobachtet wurden. Die Plasmateilung beginnt also erst, 
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nachdem die Kernteilung vollendet ist und die Tochterkernraume 
maximal weit voneinander entfernt sind (Abb. 26h). Die kontraktile 
Vakuole liegt unmittelbar neben dem Kernraum (Abb. 25a), ihre letzte 
Entleerung erfolgt zwischen den Stadien c und d der Abb. 26, also zwi- 
schen Meta- und Anaphase. Die Abstande zwischen den einzelnen Ent- 
leerungen sind aber schon vorher langsam gréffer geworden. Der Stoff- 
wechsel und die osmoregulatorischen Vorginge (pulsierende Vakuole) 
nehmen also wahrend der Vorbereitungen zur Kernteilung langsam ab, um 
eine Zeit ganz zu ruhen, bis mit dem Auftreten der Prefwiilste die Vakuo- 
lenbildung wieder einsetzt. Die zuerst gebildeten Vakuolen vereinigen sich 
aber nicht durch Zusammenfliefen, sondern bleiben als kleine Fliissigkeits- 
kugeln bestehen und werden auch nicht nach auffen entleert; die erste 
Entleerung findet bei den Vakuolen an der Teilungsstelle statt. 

Der Kern bleibt von dem eben beschriebenen Verschwinden des Kern- 
raumes ab lange Zeit unsichtbar, er muff also wahrend dieser Zeitspanne 
den gleichen Lichtbrechungsindex wie das umgebende Plama haben. Kurz 
vor oder kurz nach dem Durchreiffen des Teilungsfadens (im berechneten 
Durchschnitt fast zur gleichen Zeit) wird der Kern wieder sichtbar, doch 
nicht als Karyosomkern mit Aufenkern und einheitlichhem Binnenkérper 
wie vor der beginnenden Kernteilung, sondern mit zerteiltem Binnen- 
kérper. Mattes (1924) beobachtete .,getrennte Teile“. 

Wiahrend bei normalen Tieren der Abstand des Binnenkérpers von der 
Kernmembran in jeder Richtung etwa der gleiche ist und bleibt, von ge- 
ringen Schwankungen abgesehen, kann der zerteilte Binnenkérper fiir 
kurze Zeit der Kernmembran an einer oder der anderen Sielle sehr nahe 
kommen. 

Beim ersten Sichtbarwerden des Kernes zeigen die Teile des Binnen- 
kérpers schon wieder die leicht blaiuliche Farbung; es konnten nie mehr 
als sieben Teilstiicke festgestellt werden, die sich im Laufe der Zeit 
vereinigen — manchmal auch unter Ringbildung — und friiher oder spiater 
wieder zum einheitlichen Binnenk6érper zusammengefiigt werden (Dawson, 
Kessler und Silberstein [1937]: Bei A. proteus ist der Kern nach 5 Stun- 
den wieder normal). 

Der Zusammenschluf# der zuerst sichtbaren kleinen Teilstiicke zu 
gréReren Stiicken kann mehrere Stunden, sogar einen ganzen Tag in An- 
spruch nehmen. Die Zeit bis zur vélligen Wiederherstellung schwankt 
recht betrichtlich und kann bis zu zwei Tage dauern. Tochiertiere, deren 
Kerne doch vom gleichen Kern des Muttertieres abstammen, brauchen ver- 
schieden lange Zeiten zur Wiederherstellung, wenn das eine Tier noch in 
Verbindung mit dem anderen oder kurz nach dem Reiffen des Teilungs- 
fadens mit dem Kniulen einer Oscillatoria beginnt, wihrend das zweite 
Tier keine Nahrung aufnimmt. 

Findet sich in einem Praparat ein Tier mit zerteiltem Binnenkérper, so 
ist in der Nahe eine Amdbe in gleichem oder ahnlichem Stadium zu finden, 
da die Zerteilung des Binnenkérpers nur im Anschluf an die Teilung auf- 
tritt und mit Sicherheit auf sie schliefen laft. 

Bei geniigend gro&em Abstand des Deckglases vom Objekttrager hat 
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das abgekugelie Tier die Méglichkeit, die ersten Streckpseudopodien nach 
jeder beliebigen Richtung im Raum auszusenden. Da aber fast immer, von 
kiinstlich gesetzten Lageverainderungen abgesehen, die Laingsachse durch die 
Streckpseudopodien parallel der Unterlage lauft, ist wohl darin eine Ant- 
wort des Tieres auf die Schwerkraft zu sehen (Gliser [1912] beobachteie 
auch, daft die Teilungsachse parallel zur Unterlage liauft). 

Die Verteilung der Nahrungsvakuolen auf die Teilungstiere erfolgt 
meist gleichmaftig, doch kommt es auch vor, daft eine Amébe wesentlich mehr 
als die andere mitbekommt, ja daft sogar ein Tier alle Nahrungsvakuolen 
aufnimmt, wahrend das andere vakuolenfrei bleibt. 


5. Gestérte Teilungen 


a) Natiirliche Stérungen 

Die wohl am haufigsten vorkommende natiirliche Stérung der Teilung bei 
A. sph. wird hervor- 
gerufen durch starre 
Algenstiicke (z. B. 
Oedogonium), die lan- 
ger sind als der Durch- 
messer eines Teilungs- 
tieres. Aber auch kiir- 
zere Stiicke kénnen in 
der Teilungszone stek- 
kenbleiben und damit 
die Durchtrennung ver- 
zoégern; sie ,.gleiten™ 
aber meist mit einem 
plétzlichhen Ruck in 
eines der Teilungstiere, se 


ee ie Tal ie 
vera ue UMS Abb. 27. Gestérte Teilung: Algenkniuel Ak in der 
normal weitergeht. 


a" tes : Teilungsstelle. a Beginn der Drehfaltenbildung; b Zu- 

Bei — Teilung sammenziehen des Mittelteils ohne Drehfalten; c Pref- 

steckte bed Algen- wiilste Pw; d Beginn des Auseinanderfliefens; e der 

knauel wie ein Pfropf Algenknauel gleitet in ein Teilungs-Tier; Drehfalten 

in der Teilungsstelle. werden sichtbar, die sich im PreRwulststadium gebildet 
Zuerst begann die Bil- haben miissen. 


dung der Drehfalten 
véllig normal (Abb. 27a); sie wurde aber dann durch den Pfropf der- 
art behindert, daf sich die Falten nicht in der Mitte trafen, sondern 
die Teilungsstelle ohne sichtbare Drehung enger zusammengezogen wurde 
(Abb. 27b, c). Nach Ausbildung der Prefwiilste (Abb. 27 ¢, d) ,,glitt“ der 
Pfropf plétzlich in das eine Tier (Abb. 27 e) und es wurde deutlich erkenn- 
bar, daf sich seit Beginn des PreRwulststadiums Drehfalten gebildet hatten. 
Dies beweist, da die Teilungstiere sich mit ihren Prefwiilsten aufein- 
ander drehen. 

Auch eine bis zur Trennung der Teilungstiere in der Einschniirungszone 
liegende Alge konnte das Durchreiften nicht verhindern. Sie war zuletzt von 
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einer sehr diinnen Plasmaschicht bedeckt; die Tiere entfernten sich immer 
weiter voneinander und nach dem Durchreifen wurde das Algenstiick mit 
der diinnen Plasmahaut in den Kérper des einen Tieres aufgenommen. 

Diese Fille zeigen schon, da die ,,Teilungskrifte“ sich gegen auf- 
tretende Stérungen durchzusetzen vermégen. Entgegen den Beobachtun- 
gen verschiedener Autoren bei der Teilung anderer Amében (z. B. Chalk- 
ley [1935]: Wenn die Teilung nach einer Stunde nicht beendet ist, entsteht 
ein zweikerniges Tier bei A. proteus) konnte sogar oft festgestellt werden, 
da eine Loslésung nach erfolgtem Anhaften an die Unterlage nicht zu 
zweikernigen Tieren fiihrte. Das bei langerer Beobachtung bei heifem 
und trockenem Wetter leider unvermeidliche Wasserauffiillen veranlaBt oft 
Verlagerungen und Losreifen der bereits anhaftenden Tiere (durch An- 
wenden einer feuchten Kammer, etwa nach Chambers, lieBe sich das Nach- 
fiillen vermeiden; jedoch bringt die Aufbewahrung der Priparate im 
hingenden Tropfen so viele Unannehmlichkeiten mit sich, dai das Wasser- 
auffiillen das kleinere Ubel bleibt; auch sind bei Objekten im hangenden 
Tropfen Zeitrafferaufnahmen nicht méglich). Nach Verlagerungen erfolgt 
meist wieder Einstellung parallel zur Unterlage (Schwerkraft), neues An- 
haften und normale Beendigung der Teilung; in einigen Fallen konnte 
nach dem Losreiffen eine Ausbildung von neuen Prefwiilsten beobachtet 
werden. 

Absichtlich erzeugte Strémungen im Praparat und Verlagerungen 
der Tiere bewirkten niemals das Entstehen zweikerniger Tiere. 

Erfolgt das Wasserauffiillen, wenn der Teilungsfaden bereits ausge- 
zogen ist, dann wird er nach dem Losliésen der Tiere von der Unterlage 
wieder kiirzer und dicker, es wird aber dadurch nur das Durchreifen ver- 
zogert. Nur wenn in diesem Stadium erneut eine Entoplasmaverbindung 
zwischen den beiden Teilungs-Tieren hergestellt wird, kann ein zweikerniges 
Individuum entstehen. 


b) Kiinstliche Stérungen 


Als kiinstliche Stérung bei der Teilung ist vor allem das durch Deck- 
glasdruck hervorgerufene véllige Stillegen des Teilungsvorganges . 
zu nennen (Abb. 25); aber selbst nach erstaunlich starkem Zerquetschen 
des Teilungs-Tieres ist noch Erholung méglich. Entgegen den Annahmen 
der Haftpunkttheorie wird bei A. sph. also selbst durch starke Pressung 
kein Abtéten des Plasmas bewirkt. Das Absterben nach Druck wird zur 
Stiitze der Annahme eines reticular-dispersen Protoplasmas angefiihrt. 
(Nach unverdffentlichten Versuchen von Kuhl lat sich auch Actino- 
sphaerium Eichhorni in viele Zellbestandteile zerquetschen, ohne daf Tod 
der Zelle eintritt.) Es kann nach einer Pressung ein etwas veranderter 
Teilungsmodus besbachtet werden, der aber doch noch zur normalen Zwei- 
teilung fiihrt. Nach dem Quetschen und manchmal nach Wasserauffiillen 
setzt plétzlich ein starkes Strémen im Teilungs-Tier ein und die Bewegun- 
gen werden mit sonst nie beobachteter Geschwindigkeit ausgefiihrt unter 
Ubergehung der langsamen Bildung der Streckpseudopodien. Manchmal 
wird auch die Drehfaltenbildung verkiirzt. Die sonst recht weitgehende 








Untersuchungen zur Dynamik einiger Lebensvorginge 39 


Symmetrie der Teilungs-Tiere ist in den ersten Stadien nicht ausgebildet, 
wird aber spater doch noch wiederhergestellt. 


c) Vielkernige Tiere 


Trotz der grofen ,,Kraft“, mit der sich die Teilung durchsetzt, sind 
manchmal zwei- und mehrkernige Tiere zu beobachten, die durch Kern- 
teilung ohne nachfolgende Plasmateilung entstanden sein miissen 
(Chalkley [1934] gibt die Zahl der zweikernigen Tiere bei A. proteus 
mit 8% an) (Abb. 28). Bei manchen finden 
sich sogar noch zerteilte Binnenkérper: 
die Kernteilung muf also erst kurz vor 
der Beobachtung stattgefunden haben. 
Aus dem Auftreten zweikerniger Tiere 
ist zu schlieBen, daft die Durchtrennung 
des Plasmas nur in einem bestimmten 
Zeitraum nach der Kernteilung 
moéglich ist. Ist diese Zeit einmal iiber- 
schritten, dann gelingt die Durch- 
schniirung trotz teilungsaihnlicher Phasen 
in den zweikernigen Tieren nicht mehr. 
Beobachtet man zweikernige Tiere wah- 
rend vieler Stunden und an aufein- 
anderfolgenden Tagen, so sind haufig 
Formen zu sehen, die auf den ersten 
Blick eine Teilung vortiuschen: die 
zwei Tiere sind nur noch durch eine 
diinne Plasmabriicke miteinander ver- 
bunden. Doch schon die beiden meist Abb. 28. Zweikerniges Tier (ent- 
unzerteilten Karyosome machen eine standen durch Kernteilung ohne 
Teilung unwahrscheinlich; haufig sind nachfolgende Plasmateilung). 
auch zwei Kerne in einem ,,Partner”, 
waihrend der andere kernlos ist. Bei Scharfeinstellung auf die .,,Tei- 
lungszone“ ist eine Entoplasmaverbindung der ,,beiden Tiere“ zu beob- 
achten, in der ein Strom von Granula in der einen oder anderen Richtung 
lauft. Die Briicke wird bald breiter oder der eine ,,Partner™ flieBt vollig 
in den anderen hiniiber. Es scheint also, dafB der echte Teilungsfaden aus 
Ektoplasma besteht; er trennt das Entoplasma der beiden Teilungstiere 
voneinander und verhindert damit ein Hin- und Herstrémen. Nur der 
Kern des Teilungstieres ist befahigt, die Durchschniirung des Plasmas zu 
beeinflussen, wahrend sie nach Auftreten des Ruhekerns nicht mehr gelingt. 

Gestérte Teilungen konnten als .,Dreier“ und ,,Vierer™ beobachtet wer- 
den (je ein Fall), d. h. die Streckpseudopodien wurden an drei (Abb. 29 a) 
bzw. vier Stellen (Abb. 30a) gebildet. Obwohl keine Drehfalten zu beob- 
achten waren, erfolgte in beiden Fallen Ausbildung der Prefwiilste zwi- 
schen je zwei benachbarten ,,Teilungs-Tieren” (Abb. 29 und 30b). Der 
Vierer’ bildete spater eine Teilungsfigur aus, die dem Auseinanderfliefen 
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und Anhaften bei normalen Tieren glich (Abb. 30c), doch fand keine Durch- 
schniirung statt. Der ,,Dreier“ war eine Zeitlang nur noch durch sehr diinne 
Ektoplasmafaden verbunden (Abb. 30c), konnte aber leider nicht bis zur 
Durchtrennung beobachtet werden; sie war in diesem Fall aber sehr wahr- 
scheinlich, weil die Verbindungsbriicke nur noch aus Ektoplasma bestand. 

Die hiéchste beobachtete Kernzah| betrug fiinf, das Tier war wesent- 
lich gréfer als die normalen einkernigen (iiber 200 “ Durchmesser im ab- 
gekugelten Zustand). Zweikernige Tiere und das fiinfkernige knaulten in 
durchaus normaler Weise wie die einkernigen Tiere und nahmen auch 
Nahrung durch Circumvallation auf. 


6. Versuche: Teilung in verschiedenen Salzlésungen 


Die Untersuchungen iiber den normalen Verlauf der Teilung mit seinen 
natiirlichen Abianderun- 
gen wurden iiber ein 
Jahr durchgefiihrt bis 
zur genauen Kenntnis des 
Vorgangs. Erst dann wur- 
den Versuche zur Ande- 
rung des Teilungsmodus 
angesetzt. 

Die bisher unbekannte 
Art der Teilung einer 
Amoébe der ° Verrucosa- 
gruppe laft zwei Beson- 
derheiten erkennen: das 
Drehen des Teilungs- 
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Abb. 29. Gestérte Teilung: Dreier. a Streckpseudo- 
podien nach drei Seiten; b Prefwiilste an drei z 5 ‘ 
Stellen; c die Tiere sind auseinandergeflossen und stiels und die Ausbil- 
hangen nur noch durch eine dreiteilige ganz diinne dung der Prefwiilste. 
Briicke zusammen (Durchtrennung sehr wahr- Bei Beobachtung der Tei- 
scheinlich). lung entsteht der FEin- 
druck, da das _ Tier 
Schwierigkeiten hat, sein eigenes starres Ektoplasma zu 
durchtrennen und deshalb diese ,,Hilfsmechanismen™ erforderlich wer- 
den. Die bei den Versuchen iiber das Kniulen aufgefiihrten Salze wurden 
auch hier verwendet. Die Teilungsstadien wurden. einzeln beobachiet und 
registriert. Folgende Beobachtungen ergaben sich: Die Tiere sind gréber 
granuliert als die normalen und etwas gelblicher; daher ist der Kern 
beim Reiffen des Teilungsfadens schwerer und spiiter oder gar nicht zu 
sehen. Es ist dabei nicht zu entscheiden, ob er erst spater gebildet oder ob 
er durch die grébere Granulation langer verdeckt wird. Die erste Va- 
kuole tritt nicht erst bei Ausbildung der Prefwiilste auf wie bei der 
normalen Teilung, sondern schon friiher, im hantelférmigen Stadium. 
Uberzihlige Fliissigkeitsvakuolen bilden sich aber nach Giersberg (1922), 
wenn mehr Wasser ins Plasma tritt, als sich nach dem physiologischen 
Quellungsgrad darin liésen kann. 
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Das normale abgekugelte Teilungs-Tier enthalt maximal wenig Wasser; 
es wird erst beim Fortschreiten des Teilungsvorganges wieder aufgenommen, 
bis das Plasma bei dem Auftreten der Preftwiilste iibersattigt ist und sich 
Vakuolen bilden. Diese Wasseriibersattigung tritt bei den Tieren in Salz- 
lésung also schon friiher ein. Es werden keine oder nur schwache Drehfalten 
und Prefwiilste ausgebildet; damit im Zusammenhang steht wahrscheinlich 
die Verzégerung, die beim Reiffen des Teilungsfadens zu verzeichnen ist, 
weil durch das Fehlen der ,,Hilfsmechanismen™ die Durchtrennung des 
Plasmas schwieriger wird. 

Das bedeutet, daft durch quellende Salze Verfliissigung des Ekto- 
plasmas eintritt und damit eine Annaherung an den Teilungsmodus der 
Nicht-Pellicula-Amében bewirkt werden kann. 


B. Fortpflanzung durch Flagellatenstadien? 

Uber sexuelle Fortpflanzung bei Amében durch ,,Flagellatenstadien™ 
liegen einige Arbeiten vor 
(Carter 1863; Greeff 1892; 
Smith 1897; Calkins 1905, 
1907; Doflein 1907; Metcalf 
1910; Schepotieff 1910; Pé- 
nard 1913 beschreibt ,,Glain- 
zende Kérner, die vielleicht 
Vermehrungsstadien — bilden™, 
auBerdem kleine Flagellaten 
mit kontraktiler Vakuole, Kern 
und zwei Geifeln; Wilson a” © 
1916; Hausmann 1919; Jo- 
nes 1928; Johnson _ 1928), 


77” 








d 


: : Abb. 30. Gestérte Teilung: Vierer. a Streck- 
doch ist sie auch schon ent- pseudopodienbildung nach vier Seiten: b Pre&- 
schieden abgelehnt worden.  wiilste an vier Stellen; c Auseinanderfliefen, 
Ein abschlieRendes Urteil kann Ubergang zur normalen Teilungsfigur, aber 
nach den bisher vorliegenden keine Durchschniirung; d das entstandene 
Beobachtungen leider noch zweikernige Tier, 

nicht gegeben werden. 

Von Juli bis Februar wurden Amoében mit merkwiirdigen ,,Einschliissen* 
beobachtet, die bestimmt keine Nahrungsvakuolen waren. Doch war die 
Zahl in der kalten Jahreszeit wesentlich geringer. Dem Aussehen und 
dem Lichtbrechungsindex nach erinnerten sie an das Karyosom des nor- 
malen Kerns, nur waren sie glainzender; doch war ein Karyosomkern 
auRerdem in den Tieren einwandfrei vorhanden. Die kontraktile Vakuole 
pulsierte normal, und auch Nahrungsvakuolen wurden gelegentlich beob- 
achtet (Abb. 31). Die ,.Einschliisse* stellten rundliche Kérper von etwa 8 u 
Durchmesser dar und lagen in grofer Zahl, durchschnittlich etwa 15, im 
Entoplasma. Zweimal konnte das Ausstofen einiger dieser ,,Einschliisse~ 
beobachtet werden. Sie waren nicht alle von gleicher Gréfe und sch wam- 
men mit Hilfe einer auBerst zarten Geifel davon; die Geifel war 
so lang oder etwas langer als der Kérper. Diese ,,Flagellatenstadien™ waren 
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in groBer Zahl in Praparaten vorhanden, in denen sich Amében mit ,,Ein- 
schliissen™ befanden; viele schienen bewegungslos oder abgestorben, doch 
ein Teil bewegte sich, haufig entgegen vorhandenen Strémungen, mit Hilfe 
der Geifel. Die kleineren enthielten mehrere kleine glanzende Kérner und 
eine Geifel, die gréReren nur ein oder zwei Korner und keine Geifel. 
Nach dem Ausstofen aus der Amoébe zeigten die ,,Einschliisse* Kugelgestalt. 
Fin gréferes oder mehrere kleinere glinzende Korner in der Mitte waren 
von einer diinnen Plasmaschicht bedeckt (Abb. 32). Bald wandelte sich die 
kugelige Form in eine mehr birnférmige, an deren spitzem Ende sich die 
Geifel befand. Das vordere spitze Ende enthielt wenig oder keine glanzen- 
den Korner, sondern war voéllig hyalin. Einige Male wurden zwei dieser 





Abb. 32. .,,.Flagellatensta- 

dien“ mit glinzenden Kér- 

nern und hyalinem Saum 
bzw. hyaliner Spiize. 


Abb. 31. Tier mit ..Einschliissen“, 
kontraktiler Vakuole und Kern. 


Flagellaten eng aneinandergedriickt oder andere durch eine Plasmabriicke 
verbunden gefunden; sie zeigten eine gemeinsame Eigenbewegung, doch 
konnte keine Geifel beobachtet werden. Ob in diesem Fall eine Kopu- 
lation vorlag, kann noch nicht mit Sicherheit entschieden werden. 

In Praparaten, die grofe Amében mit ,,Einschliissen“ und Flagellaten 
enthielten, wurden auch kleine Amében beobachtet, die sich durch auf- 
fallend schnelle Bewegung auszeichneten. Sie kamen in zwei Formen 
vor, mit vielen fadenférmigen Pseudopodien und abgerundet mit 
breitem hyalinen Saum am Vorderende. Der Ubergang der beiden 
Formen ineinander konnte beobachtet werden. Die durchschnittliche GroBe 
der abgerundeten Form betrug 15 4 (nach 100 Messungen). Die Tiere ent- 
hielten kleine glanzende Korner, die im Aussehen an die ,,Einschliisse“ der 
Amidben und an die Kérner der ,,Flagellatenstadien” erinnerten. Die Tiere 
von etwa 15 legten im Durchschnitt 14,2 4 in der Minute zuriick (nach 
Zeichnungen mit dem Abbeschen Zeichenapparat). Die kleinen Amében 
nahmen Algenstiickchen auf und streckten sich an Pilzfaden, wie grofe 
Amdben an Algenfiiden, nahrten sich aber hauptsichlich von Bakterien. 
Eine Aufrollung von Algenfaden wurde nie beobachtet, war aber bei den 
Grifenverhaltnissen von Tier und Alge auch kaum zu erwarten. Die 
Amdben zeigten eine kontraktile Vakuole, die durch Zusammenfliefen aus 
noch kleineren Blaschen entstand; der Kern setzte sich aus Auenkern und 
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Binnenkérper zusammen. Es konnte im Laufe von zwei bis drei Wochen 
eine deutlichhe GréRenzunahme bis 40 uw beobachiet werden; diese grife- 
ren Tiere zeigten gelegentlich geringe Ektoplasmafaltelung. Ob es sich bei 
den geschilderten Tieren wirklich um Fortpflanzungsstadien von A. sph. 
handelte, kann nicht mit Sicherheit behauptet werden, da leider nie der 
volistindige Ubergang von den kleinsten Formen bis zur ausgewachsenen 
Amibbe zur Beobachtung kam. Teilungsstadien der kleinen Amébe sind 
nie gesehen worden, dagegen teilte sich einmal ein Tier mit ,,Einschliissen. 

Ein véllig abgerundetes Tier ohne deutliches Ektoplasma wurde beob- 
achtet, das durch starke tanzende Bewegung der Granula auffiel und von 
gelblicher Farbe war; es enthielt aufer einer grofen Vakuole, die sich aber 
nicht entleerte, etwa 30 kernahnliche, stark lichtbrechende Einschliisse, die 
aber keine Trennung in Auffenkern und Binnenkérper erkennen lieRen. 
Nach einiger Zeit hob sich von den kernahnlichen Einsdhliissen eine helle 
Zone ab. Zwei Stunden nach Beginn der Beobachtung wurden einige Ein- 
schliisse nach auffen abgegeben; sie waren den oben beschriebenen Flagel- 
latenstadien ahnlich. Das Entoplasma hellte sich auf und ein Ektoplasma- 
saum bildetet sich. Nach 6 Stunden hatte das Tier eine normale Bewegungs- 
form angenommen und es waren mehrere Vakuolen vorhanden. Nach einer 
weiteren Stunde war ein normaler Kern mit Aufenkern und Binnenkérper 
sichtbar; das Tier unterschied sich nur durch seine ..Einschliisse” von 
anderen. Vielleicht handelte es sich bei dieser Beobachtung um die normale 
Form der Bildung der ,,Einschliisse”. 

Bei der Wichtigkeit, die dem Auftreten von Flagellatenstadien 
zukommt, ist es besonders bedauerlich, da die Untersuchungen hieriiber 
nicht zum AbschluB gebracht werden konnten. Auf solchen Beobachtungen 
beruht ja die Umstellung der Flagellaten an den Anfang des Pflanzen- und 
Tierreichs; die friiher als einfachste Lebewesen angesprochenen Rhizopoden 
sind nach der heutigen Auffassung durch Riickbildung sekundar verein- 
facht. Die hauptsiachlich im Sommer 1942 angesiellten Beobachtungen be- 
stitigten sich im Sommer 1943; das Auftreten der ,.Flagellatenstadien™ 
scheint also jahreszeitlich gebunden zu sein. 


Zusammenfassung 


1. Amoeba sphaeronucleolosus (Greeff) kann bei geeigneten Kulturbedin- 
gungen fast unbegrenzte Zeit im Wasser leben. 

2. Die Bewegung erfolgt durch mehrfache Vorwirtsstréme (Rhumbler). 
Fontainewirbel und Kreispseudopodium wurden beobachiet. 

3. Aufnahme von Ciliaten, Flagellaten und manchmal auch Rhizopoden 
erfolgt durch Circumvallation. Der Vorgang zerfallt in drei Phasen: 
1. UmflieBung der Beute durch hyaline zangenfiérmige Pseudopodien, 2. Ver- 
schmelzen der Zangen zum Ring, 3. SchlieBen des Ringes durch plasmatische 
»lrisblende”. 

4. Das Aufknaulen von Algenfaden ist eine Vorwirtsbewegung 
der Amébe entlang dem Algenfaden mit gleichzeitiger Auf- 
rollung im Innern. 
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5. Das Aufkniulen von Algenfaden findet mit Hilfe von Ektoplasma- 
fasern statt; die Ausbildung eines charakteristisch geformten Kniuel- 
pseudopodium ist notwendig. 

6. Bei der Aufknauelung von Algenfaden sind als aufeinanderfolgende 
Phasen zu unterscheiden: 1. UmflieBen des Fadens, 2. Ausbildung der 
Initialfaser, 3. Fixierung an zwei Stellen, 4. Verkiirzung der Initialfaser 
durch Zuriickziehen des Knauelpseudopodium und Ausbildung vieler Zug- 
fasern, verbunden mit Hineinziehen des Fadens in das Entoplasma und 
Schlingenbildung, 3. Ausbildung einer neuen Gelréhre mit Zugfasern im 
Entoplasma, 6. deren Verkiirzung und dadurch abermaliges Ziehen des Fa- 
dens in das Entoplasma usf. bis zum Hereinholen des Algenfadenendes. 

La®t schon dieser komplizierte Vorgang Rhumblers Erklirung des 
Aufkniaulens allein durch Oberflachenspannungskrafte fraglich erscheinen, 
so sind auferdem noch folgende Punkte zu beachten, die eindeutig 
gegen Rhumbler sprechen: 

a) Fortbewegung und Knaulen auch bei der Aufrollung mit zwei 
Kniauelpseudopodien vorwiegend in einer Richtung (Zeitrafferaufnahme). 

b) Spater Beginn der Verdauung. 

c) Aufknaulen langer Faden mit einem Pseudopodium (Rhumbler 
betont ausdriicklich, da die Amébe den Algenfaden gleichzeitig auf zwei 
Seiten einziehen muf, damit das Kniulen gelingt). 

d) Innere Aufkniiuelung. 

e) Knaulen in verschiedenen Ebenen und Richtungen. 

f) Herausziehen der zum Teil geknaulten Alge aus dem eigenen Koérper 
am freien Fadenende durch ein zweites Knauelpseudopodium. 

7. Die Fahigkeit zur Aufknauelung ist an die Fahigkeit zur Ausbildung 
von besonders starrem Plasma gebunden. 

8. Die Teilung von A. sph. weist zwei Besonderheiten auf: das Auf- 
treten von Drehfalten und von Prefwiilsten, die beide als Hilfs- 
mechanismen zur Durchschniirung des starren Plasma auf- 
zufassen, sind. 

9. Die Teilung dauert im Durchschnitt von der Entleerung der Vakuole 


vor der Teilungsruhe bis zum Durchreiffen des Teilungsfadens 50 Minuten - 


(Mittelwert von 150 Teilungen); die Teilung ist nicht an bestimmte Tages- 
zeiten gebunden. 

10. Die Kernteilung ist eine Promitose: die Plasmateilung kann nur 
innerhalb eines bestimmten Zeitraums auf die Kernteilung folgen. 

11. Durch quellungsférdernde Salze kann der Teilungsmodus dem der 
Nicht-Pellicula-Amében angeglichen werden. 

12. Es wurde zu gewissen Zeiten das Auftreten von ,.Flagellaten* 
und kleinen Amében beobadhtet, das vielleicht im Zusammenhang mit 
der Fortpflanzung von Amoeba sphaeronucleolosus steht. 

13. Das Entoplasma von Amoeba sphaeronucleolosus zeigt beim Knaulen 
(Initialfaser) und bei der Teilung (Drehfalten) eine Neigung zum Strémen 
im Uhrzeigersinn. 

14. Ektoplasma wird in normalfliissiger Form und in starrer Form 
(Initialfaser, Drehfalten, Teilungsfalten) ausgebildet. Die starre 
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Form entsteht nie unmittelbar aus Entoplasma, sondern immer auf dem 
Weg iiber die normalfliissige Form. . 


Mikrozeitrafferaufnahmen mit Bildfolgen der nachstehen- 
den Vorgiange sind im Institut fiir Kinematische Zellforschung 
in Frankfurt am Main einzusehen: 


Bewegung der flieRenden und der warzigen Form. Kreispseudopodium. 
Vakuolenbildung und Entleerung. 
Kleine Amébe. Bewegungsaufnahme. 
Knaulen (Gelingen und ,,Durchlaufen“ des Algenfadens) zahlreiche Bild- 
folgen. 
Teilung. 
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Untersuchungen an Lipoidtropfen in Explantaten in vitro 


Von 


Hans H. Pfeiffer, Bremen 


(Aus dem Laboratorium fiir Polarisationsmikroskopie) 


(Eingelangt am 8. April 1950) 


Eine andere Verfahren erganzende Technik bei polarisationsoptischer 
Untersuchung von Lipoiden des Protoplasmas stellt. die zeitweilige 
Aufhebung der Doppelbrechung mittels thermischer Beeinflussung 
dar (1). Durch Steigerung der Molekularbewegung der Leptonen wird dabei 
deren Orientierungsgrad herabgesetzt oder endlich ganz aufgehoben, so da 
im Endeffekt ein Zustand wie bei einer isotropen Schmelze resultieren kann. 
Beim Abkiihlen ist die Veranderung des leptonischen Ordnungszustandes 
und seines mefibaren Ausdruckes (der Doppelbrechung) reversibel. Ein sol- 
ches Verhalten ist beispielsweise an Dotterzellen von Distomum (2), an den 
Markscheiden von Nervenfasern (3) und anderen lipoidhaltigen Objekten 
nachgewiesen worden. Eigene Versuche, iiber die hier kurz berichtet werden 
mdge, sind an verschiedenerlei Explantaten in vitro angestellt worden. 

Auf dem Tisch des Polarisationsmikroskops (Stativ CM, Ernst Leitz) wird, wenn 
dafiir nicht ein heizbarer Objekttisch zur Verfiigung steht, ein elektrisch geheizter 
Konstantan- oder Platindraht (Lieferanten: Heraeus Vakuumschmelze A. G., Hanau - 
a. M., oder Hartmann & Braun, Frankfurt a. M.-West) auf einer Asbestunterlage be- 
festigt. Das Objekt bringt man auf einen Quarzobjekttrager oder ein als Trager 
dienendes grofes Deckglas aus Quarz. Die Beobachtungen bei Erhitzen oder 
Abkiihlen werden am besten ohne Deckglas begonnen, hernach kénnen sie an Pra- 
paraten unter Deckglas abgerundet werden. Bevorzugt, wenn auch nicht allein be- 
nutzt, werden schwach vergréRernde Objektive. Beim Aufsuchen anisotropen Ver- 
haltens verzichtet man manchmal auf genaue Einhaltung des sonst iiblichen Betrages 
(90°) der Neigung der Schwingungsebenen von Polarisator und Analysator, um sich 
dadurch Erleichterungen zu gleichzeitigem Studium auch isotroper Elemente der Pra- 
parate zu sichern. Die Messungen der Doppelbrechung erfolgen mit der Vorrich- 
tung nach M. Berek (4), an welcher zum Kompensieren gedreht wird, bis zwei dia- 
metral gegeniiberliegende Quadranten des Sphiaritenkreuzes der Cholesterintropfen 
bis zum Mittelpunkt verdunkelt sind. Wegen der Form der anisotropen Objekte 
kann ihre Doppelbrechung nicht in der meist iiblidhen Weise aus 4 n = ['/d. worin 
[’ den Gangunterschied, d die Dicke der durchstrahlten Schicht (den Durchmesser 
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der Tropfen) bedeutet, ermittelt werden, sondern ist die von Frey-Wyssling (5) 
abgeleitete Beziehung 4 n = /’,,,, /1,122r aus Maximalwerten der Gang‘unterschiede 
und dem Radius der sphiritischhen Tropfen anzuwenden. Dieser Naiherungs- 
formel gegeniiber, deren Vereinfachungen sich bei dem hier untersuchten Objekt 
durch Wahl des Einschlu@mediums (Liquidum paraffinum, Terpineol oder Xylol) 
beim Messen und allen anderen Untersuchungsbedingungen samtlich erfiillen lassen, 
bedeutet die neuerdings von Brenschede (6) angegebene empirische Beziehung 


nat eine unzulassige Vereinfachung. Wie leicht zu zeigen ist, fiihrt sie 
zu Werten, welche um 5 bis 12% zu niedrig ausfallen miissen. Den optischen 
Charakter der Cholesterintropfen kann man, da sich andere Annahmen in diesem 
Falle ausschliefen lassen, nach der Regel finden, daf positive (einachsige) Doppel- 
brechung dann vorliegt, wenn sich jene Quadranten des Sphiritenkreuzes, deren 
Verbindungslinie mit der Drehachse des Kompensators einen rechten Winkel bilden, 
beim Drehen der Vorrichtung verdunkeln. Da aber gerade die beiden anderen Qua- 
dranten des Sphiritenkreuzes dabei verdunkelt werden, liegt Anisotropie negativen 
Charakters vor. 

Nach Vorschrifien von Levi-Montalcini und Sacerdote (7) an- 
gesetzte Kulturen von Hiihnchenembryonen zeigen im hangenden 
Tropfen Kollagenfibrillen und daneben Tropfen von Cholesterinestern als 
die beiden einzigen optisch anisotropen Komponenten des Explantats. Die 
Doppelbrechung der Fibrillen verschwindet beim Verdauen mittels Pepsin 
pur., wahrend der Verdauungsversuch mit Trypsin sicc. keine wesentliche 
Anderung an ihnen hervorruft. Die Cholesterintropfen sind am dunklen 
Achsenkreuz sogleich zu erkennen. Beim Fixieren der Explantate mit For- 
mol hért die Doppelbrechung ganz auf, doch nach 15 Minuten wahrendem 
Aufenthalt im Thermostaten bei 58—60°C und nachfolgendem Abkiihlen 
treten erneut doppelbrechende Sphiariten mit dunklem Achsenkreuz auf. 

Hiaufiger noch sind von steril auf Bananen geziichteten Larven von 
Drosophila spec. Explantate von Beingliedern genommen und auf dem 
kiinstlichen Nahrboden nach I. Fischer und G. Gottschewski (8) kul- 
tiviert worden. Auch hierbei treten wahrend fortgesetzter Kultur — ob als 
Folge von O,-Mangel bzw. CO,-Uberschwemmung oder aus anderen Ur- 
sachen, miiBte noch naher gepriift werden — doppelbrechende Lipoidtropfen 
in wechselnder Gréfe und Dichteverteilung in den Explantaten auf. Da die 
Zellen zufolge Bestimmungen der Viskositat nach J. Pekareks Methode (9) 
der Bestimmung der .,wechselseitigen Erstpassagezeiten” in Brownscher 
Bewegung befindlicher Mikronen eine mefbare Viskositatszunahme (unter- 
schiedlichen Grades) erfahren, diirfte die Bildung der Lipoidtropfen in den 
Explantaten mit ihrer Wasserverarmung einhergehen. Auch diese Lipoid- 
tropfen verlieren die optische Anisotropie durch Formoleinwirkung oder 
beim Erwiarmen auf 40—60° und bilden von neuem doppelbrechende 
Sphirite mit dunklem Achsenkreuz, wenn hernach geniigend langsam ab- 
gekiihlt wird. 

Mit mesomorp hen Kdérpern, und zwar insbesondere mit nematisch- 
cholesterischen Zustandsformen, gemeinsam haben die in vitro in den 
beiderlei Explantaten auftretenden Tropfen ihre mikrurgisch leicht nach- 
weisbare Plastizitat, den Mangel an geradlinigen, scharfkantigen Begren- 

Protoplasma, Bd. XL/1. 4 
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zungsformen und die Doppelbrechung (negativen) Charakters (10). Viele 
der Tropfen findet man in Trep penform ausgebildet. Sehr haufig weisen 
sie die fiir Cholesterinderivate charakteristischen intensiven Schillerfarben 
auf, und an den Treppenschichten erkennt man das spontane Auftreten eines 
oft lebhaften Funkelns der in Brownscher Temperaturbewegung befind- 
lichen Leptonen. Die Genese der Tropfen als eine Art .Phasentrennung™ 


Tab. 2. Abnahme der Doppel- 
brechung (4n. 10") mit fortgesetz- 
ter Erwarmung der Tropfen. 














Tab. 1. Zeit Aus Tropfengréfe und Gangunterschied 
Beziehun gen zwischen ermittelte Doppelbrechung in Versuch 
Doppelbrechung der oe 17 29 ‘14 1s) Je 
Lipoidtropfen und 

ihrer GréRe. 0 4/7 | 50 | 54 | 58 | ‘62 
1 4,9 —_ oD 6,0 — 
or | © ne oe | ae | S| ee 
(u) | (mu) 3 148 | 51/54/59) — 
Ve oS eee Seas 

29 9,0 — 0.00055 = _ 5,2 — 5,8 
2 | 88 00056 eo on on eee ee 
26 8,1 .00051 7 4,8 _ _— 5,9 _ 
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]aBt sich noch verdeutlichen, wenn man die Explantate ,,vital“ mit Ery- 
throsin farbt. Dann wird von den zuvor diffus gefarbten Objekten der 
Farbstoff allein oder iiberwiegend in den Tropfen gespeichert. Beschleunigt 
und geférdert werden kann dieser Prozef} dadurch, daft vitalgefirbte Ex- 
plantate fiir einige Stunden in 1%—3% (also hypertonische) NaCl- oder 
Ringerlésungen gebracht werden. Wenn sphiritische Tropfen in einem 
Explantat in so enger Nachbarschaft ausgebildet werden, daf sich ihre 
Wachstumsbereiche zu iiberschneiden beginnen, so treten zwischen ihnen 
scharfe Begrenzungsflachen auf. Manchmal erscheinen diese in der 
Gesichtsfeldebene als Kurve oder Gerade beobachteten Grenzflichen als 
Mittellot auf der Verbindungsgeraden der beiden Tropfen-Mittelpunkte. 
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Wir schlieBen daraus, da das wohl mit einigermafen iibereinstimmender 
Geschwindigkeit voranschreitende Wachstum beider ungefahr gleich- 
zeitig begonnen hat. Hiufiger aber scheint einer der beiden Tropfen seine 
Kontur in die des benachbarten hineinzudrangen, d.h. bei Voraussetzung 
ziemlich gleicher Zuwachsgeschwindigkeit mu die Phasentrennung zu ver- 
schiedener Zeit begonnen haben. 

Bestimmungen der Intensitat der Doppelbrechung ergeben an nicht 
vorbehandelten Priparaten ziemlich iibereinstimmende Werte zwischen 4,2 
und 6,5 (im Mittel: 5.8)my. Starker ist die Doppelbrechung der Tropfen 
nach Farben mit Chrysoidin; an Explantaten der Beinanlagen von Droso- 
phila sind dann Gangunterschiede von 8—12,5 (im Mittel aus 20 aufeinander- 
folgenden Messungen: 9,6) mu erhalten worden. Bisherige Bemiihungen, die 
Starke der Doppelbrechung (oder die Gangunterschiede) als Funktion des 
plasmorrhytischen Schrumpfungsgrades der Explantate zu erfassen, 
kénnen noch nicht als gegliickt betrachtet werden. Messungen des Gang- 
unterschiedes und Berechnungen der Doppelbrechung an einer gréferen 
Anzahl in der Gréfe variierender Tropfen desselben Praparats haben 
ergeben, daft die Doppelbrechung keinen nennenswerten Gang mit dem 
Durchmesser der Tropfen zeigt (Tab. 1). Es muf also wohl angenommen 
werden, dafi sie optisch anisotrope Raumelemente von einheitlicher Struktur 
darstellen. ' 

Beim Erwarmen der Explantate veraindert sich die Doppelbrechung 
der Lipoidtropfen anfangs wenig; mindestens ist die durchgangig geringe 
Zunahme der Gangunterschiede und der daraus ermittelten 4 n-Werte nicht 
sehr auffallig. Dann aber setzt, offenbar als Zeichen fiir das Zusammen- 
brechen der Orientierung der Molekeln, ein plétzliches Absinken der 
Doppelbrechung ein. Da die vereinfachte Versuchsanordnung mit Konstan- 
tandrahten in Asbestunterlage keine genauen thermischen Angaben erlaubt, 
ist mit gutem Erfolg versucht worden, die Zeit der Erwarmung als vor- 
laufigen Mafistab derselben zu nehmen (Tab. 2). Bei Konstanthaltung aller 
iibrigen Versuchsbedingungen und zumal der Beschaffenheit der Heizvor- 
richtung wird die Zeit bis zum Verschwinden der Doppelbrechung in guter 
Anniherung konstant gefunden. Hingegen ist beim Abkiihlen die Zeit bis 
zur Ausbildung neuer doppelbrechender Sphirittropfen in weiten Grenzen 
variabel, sosehr auch versucht worden ‘ist, hierbei zu reproduzierbaren 
Durchschnittswerten zu gelangen. 

Die untersuchte Abscheidung lipoider Tropfen ist vielleicht mit Lipo- 
phanerose (11a) hauptsachlich pflanzlicher Plastiden und anderer Kon- 
stituenten der Pflanzenzelle zu vergleichen, wie sie als Wirkung von Alie- 
rung oder unter dem Einfluf von Aniastheticis, parasitischem Befall usw. 
vielfach beschrieben worden ist, oder mit der als Steatogenese (11 b) be- 
kannten ,,lipoiden Entmischung™ von Metazoenzellen, wie sie als Folge 
wiederum des Alterns beispielsweise des kollagenen Bindegewebes mensch- 
licher Oberlidtarsi Thorun schildert. Sicherlich diirfen wir in den Lipoid- 
tropfen langgestreckte Leptonen etwa nach Art der stereometrisch 
durch L. E. Rosenheim und R. L. King aufgeklarten und rénigenanaly- 
tisch durch J. D. Bernal vermessenen Cholesterinmolekeln (12): 
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in einem Medium von abweichendem Brechungskoeffizienten annehmen. Un- 
sicher bleibt, ob noch optische Eigen-Anisotropie einer der beiden Kom- 
ponenten des MischkGérpers oder beider hinzutritt. Gesichert ist nur, daf die 
Querdimensionen unterhalb der Linge von Lichtwellen liegt. Zu entscheiden 
bleibt auch, ob die Interstitien zwischen den lipoiden Leptonen leer oder 
fliissigkeitserfiillt sein werden. Anscheinend orientieren sich bei der mit 
Wasserverarmung einhergehenden ,,Phasentrennung” im Protoplasma ex- 
plantierter Zellen analog den Prozessen bei Liésungsmittelentzug eintrock- 
nender Filme die Molekelketten bevorzugt in der Filmebene. Aber es mag 
der Fortsetzung der Versuche iiberlassen bleiben, woméglich zu einem mef- 
baren Ausdruck ihres Orientierungsgrades zu kommen und Verlauf und 
Bildung von Interstitien analog der Spalt- oder Rif®bildung eintrocknender 
Filme zu ermitteln. Hinsichtlich des leptonischen Bauplans sind jedenfalls 
keine Abweichungen von den Schemata von Schmidt (13) und von Frey- 
Wyssling (14) fordernde Befunde erhalten worden. 


Zusammenfassung 


In verschiedenen Explantaten bei Kultur in vitro auftretende 
Lipoidtropfen, welche nach Natur und Entstehen, nach Verschwinden 
beim Erwirmen und Neubildung beim Abkiihlen in gewohnlichem und 
polarisiertem Licht untersucht und als steatogenetische Produkte bei 
Wasserverarmung der Explantate gedeutet werden, miissen wegen Fehlens 
eines nennenswerten Ganges ihrer Doppelbrechung mit der Gréfe als 
optisch anisotrope Raumelemente einheitlicher Struktur an- 
gesehen werden. Beim Erhitzen bleibt ihre Doppelbrechung eine Zeitlang 
bestandig, sinkt dann aber bei Erreichen einer fast gleichbleibenden Tem- 
peratur ziemlich schnell bis zur Isotropie ab. Nach solchem Verhalien gegen 
thermische Einfliisse diirfte die optische Anisotropie der Tropfen auf 
hohem Orientierungsgrade ihrer Leptonen beruhen. 
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Der EinfluB von Ultraschallwellen auf die Entwicklung 
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Pferdespulwurms mit besonderer Beriicksichtigung der 
Grenzflichenspannungen 
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Zweiter Teil 
Untersuchungen an den Eiern des Pferdespulwurms 
mit besonderer Beriicksichtigung der Zellteilung 


Mit 8 Textabbildungen 


(Eingelangt am 26. September 1950) 


Methodik. 
Beschreibung der Praparate: 
a) Prophase. 
b) Metaphase. 
c) Anaphase. 
d) Telophase. 
Besprechung der Befunde: 
Zytoplasmaveranderungen. 
Kernverainderungen und Chromosomenbildung. 


Die Wirkung auf die Spindelbildung und die 
Bewegungsvorginge. 


Es soll nun anschliefend an die im ersten Teil dargelegten Unter- 
suchungen an Froscheiern und Larven versucht werden, an jenen Abliufen 
der Zelle die Ultraschallwirkung zu studieren, die zu den wichtigsten 
Funktionen zu rechnen sind, naimlich bei der Mitose. Das Bild, welches durch 
die Beeinflussung der Wachstums- und }ifferenzierungsvorginge erhoben 
wurde, wird durch die Mitoseuntersuchungen abgerundet. Es ergeben sich 
klare Vorstellungen, wie die Schallenergien auf Chromosomenteilungen und 
Bewegungsvorginge innerhalb der Zelle wirken. Gerade bei diesem Vor- 
gang, der ein harmonisches Zusammenwirken zwischen Zytoplasma und 
Kern sowie Inierzellularfliissigkeit erfordert, lassen sich Beeinflussungen und 
Schadigungen besonders deutlich aufzeigen und erméglichen auBerdem durch 
Siérungen im normalen Teilungsvorgang einen Einblick in den Komplex 














W. Bejdl: Der Einflu® von Ultraschallwellen 55 


der Ultraschallenergien. Es soll auferdem versucht werden, festzustellen, 
inwiefern verschiedene andere physikalische Krafte gleiche odér ahnliche 
Verinderungen sowie Schidigungen an diesem aufeinander abgestimmten 
und durch Spannungsfelder verbundenen System setzen. Es scheint mir 
diese Gegeniiberstellung besonders wichtig zu sein, da zum Beispiel die Be- 
einflussung der Mitose durch Réntgenstrahlen genauestens studiert wurde 
und dies mafgebend an der Einengung des therapeutischen Anwendungs- 
bereiches beteiligt war. Ebenso kann die Ultraschallbeeinflussung den Wir- 
kungsmechanismus besser erklaren und méglicherweise Befunde, die an 
anderen Objekten erhoben wurden, bestiatigen. Bei allen diesbeziiglichen 
Untersuchungen war die lebende Zelle in den Vordergrund der Betrachtung 
geriickt und die zerstérende Wirkung ist erst in zweiter Linie ins Auge ge- 
fat worden. Jene im vorhergehenden Abschnitt aufgezeigten reversiblen 
Vorgiinge, die als Ausdruck gesteigerter physiologischer Ablaufe beschrieben 
wurden, sind hauptsachlich das Untersuchungsziel. Die bereits hervor- 
gehobenen Spannungsfelder sollen den Zusammenhang zwischen den Ge- 
weben und der Interzellularfliissigkeit besonders beleuchten und den Begriff 
der biologischen Grenzflachen deutlich vor Augen fiihren. Das morphologi- 
sche Bild ist dann der Ausdruck der Stérungen und zeigt uns somit die 
Grenze zwischen férdernder Beeinflussung und Schaédigung durch Ultra- 
beschallung an. 


Methodik 


Als Untersuchungsobjekt dienten die Eier des Pferdespulwurmes (Ascaris 
megalocephala), die im Eileiter belassen wurden, wobei die Eier im heraus- 
geschnittenen lebenden Organstiick in der feuchten Kammer noch weiter zur 
Reifung gebracht und anschliefend in physiologischer Kochsalzlésung serien- 
mafigen Beschallungen ausgesetzt wurden. Beschallt wurde mit einem Sen- 
der der Universititsklinik fiir Ohren-, Nasen- und Halskrankheiten Prof. 
Schlander (fiir das freundliche Entgegenkommen danke ich an dieser 
Stelle) mit einer Eigenfrequenz von 500 kHz und einer Energieleistung von 
3,15 Watt pro Quadratzentimeter. 

Als Kontrolle wurde immer die zweite Halfte der Eileiter verwendet, 
welche zur gleichen Zeit mit den gleichen Reagenzien und Farben bearbeitet 
wurde. 

Fixiert habe ich teils in neutralem 10%igem Formol, teils in Zenkerscher 
Lésung; nach Einbettung in Paraffin wurde an den Schnitten eine Farbung 
mit Himatoxylin angeschlossen, an den mit Zenkerscher Lisung fixierten die 
Feulgensche Reaktion vorgenommen (Romeis, Roulet). 


Beschreibung der Priiparate 


Zur besseren Ubersicht ist es notwendig, die einzelnen Stadien der Mitose 
gesondert unter dem Einflu@ der Schallwellen zu besprechen. Es lassen sich 
dann die unterschiedlichen Wirkungen und die besonderen Empfindlichkeiten 
verschiedener Phasen besser iibersehen. 





ur 
a 


W. Bejdl 


Prophase 


1 Minute beschallte, gerade in Mitose-Vorbereitung befindliche Zellen zei- 
gen ein rascheres Quellen, wobei das Plasma hell ist und feinste Granula 
erkennen lift. Der Kern ist deutlich konturiert, rund grof und zeigt dunkle, 
eckige Kérnchen, die an manchen Stellen zusammengeklumpt und bizarr 
sind. Eine Nuklealreaktion ergibt, daf diese dunklen eckigen Gebilde 
Feulgen-positive Substanzen darstellen. Die Chromosomenbildung, die zum 
Ende der Prophase zu rechnen ist, 
laBt sich auch an Hand der Pri- 
parate verfolgen. Die Anordnung 
der Feulgen-positiven Substanzen zu 
Schleifen, zuerst diinner und langer, 
dann dicker und kiirzer, ist nur ver- 
einzelt zu sehen. 2 Minuten be- 
schallte Eier zeigen Zellen, die sich 
nicht wesentlich von den kiirzer be- 
handelten Praparaten unterscheiden. 
Einzig am Kern sind insofern klein- 
ste Unterschiede zu verzeichnen, als 
die Klumpen der chromatischen Sub- 
stanzen etwas an Menge zugenom- 
men haben. 

Bei bis zu 5 Minuten dauernd den 
Schallwellen ausgesetzten Askari- 
deneiern sind gleiche Befunde zu er- 
heben. Von jetzt ab lassen sich je- 
doch Vakuolenbildungen im Plasma 
erkennen, wobei zuerst kleine Blas- 





Abb. A 1. Obj. 60:1, Ok. 8X, Vergré- 
Berung 620:1, Romeiskamera. 5 Minu- 
ten beschallt, Haimatoxylin. Stark- va- 


chen vorhanden sind, die zusammen- 
flieBen und dabei den Kern an den 


Rand der Zelle driicken (Abb. A 1). 





kuolisiertes Zytoplasma mit ebenfalls Granulationen im Zytoplasma konnte 
geschiidigten Kernen, die an vielen jch an keiner Stelle vermehrt nach- 


Stellen entrundet sind, teilweise be- 

reits aufgerissen erscheinen. Die noch 

nicht zerrissenen Kerne enthalten derbe, 
dunkle Granula. 


weisen. Méglicherweise aber darum, 
weil die Vakuolenbildung so stark 
ist, da® auRer dem Kern als Reste 
des Plasmas nur ein Wabenwerk 
sichtbar ist. Der Kern ist meist entrundet und an vielen Stellen bereits 
aufgerissen. Die derben Feulgen-positiven Substanzen sind nun auch 
im Plasma zu finden, wo sie wahrscheinlich durch die mechanischen Energien 
der Schallwellen hingetrieben wurden. Chromosomenbildungen sind an 
keiner Stelle mehr zu verfolgen, da die noch bei kiirzerer Beschallung in 
Schleifen angeordneten chromatischen Substanzen jetzt ungeordnet in allen 
Richtungen des Kernraumes zu finden sind. 

Es folgen nun laufende Ubergange bis zu den ganz schweren Schidi- 
gungen, welche nach 10 Minuten Beschallung morphologisch insofern charak- 
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terisiert sind, als jegliche Kernstruktur verwischt ist und das Plasma voll- 
kommen vakuolisiert erscheint. 


Metaphase 

Am Ende der Prophase bzw. zu Beginn der Metaphase bildet sich rund 
um das Centriol eine Sphare, welche dann durch ebenfalls sich differen- 
zierende Spindelfasern mit der Sphire des gegeniiberliegenden Zellpols ver- 
bunden ist. In beschallten Pri- 
paraten ist bei nur 1 Minute Ein- 
wirkungsdauer als Residuum einer + a: 
Sphire ein etwas streifiges helles . * Cr 
Areal am Zellpol angedeutet zu ? 
sehen, wobei von dieser Stelle aus- 
gehend nur kleine Reste ehemaliger 
Spindelfasern nachweisbar | sind. e 
Das iibrige Zytoplasma erscheint . 
weniger hell als im Prophasen- ie . 
stadium. Mit zunehmender Beschal- 
lung treten jedoch auch darin immer 
gréRere Vakuolen auf, die etwa 


nach 8 Minuten die ganze Zelle - Sa mee 
iibersien. Bei 10 Minuten erscheint \ oe eg Fy 
die Zelloberflaiche bereits an vie- a a as coe 
len Stellen eckig und aufgerissen. 4 Y. ; As 

Die Chromosomen erfahren nun je “i BN fh Smee 








mit zunehmender Beschallung eine 
immer stirkere Beeintrachtigung, ; 
indem sich bei nur 1 Minute Ein- Abb. A 2. Obj. 45X, Ok. 8x, beide 
Reichert, Vergréferung 540:1, Romeis- 
kamera. 8 Minuten beschallt, Feulgen. 


Sehr diinne und durch den Schall zusam- 


Aquatorialplatte einordne B, Son mengepackte Chromosomen. In der oberen 
dern bis 5 Minuten Dauerbeschal- — Zelje sind die zum Monaster angeordneten 


lung unregelmaftig angeordnet in Sehleifen durch die Schallwellen eng zu- 
der ganzen Zelle verteilt vorfinden. sammengepreft. 

Waren vor der Beschallung die 

Schleifen bereits annaihernd in der Zel!lmitte gelegen, erscheinen sie nach 
5 Minuten eng zusammengepreft, teilweise auch umgedreht, so dak die 
Schleifenscheitel nach aufen und die offenen Winkel nach innen zu liegen 
kommen, wie die Abbildung A 2 deutlich zeigt. 

Ab 5 Minuten werden die Chromosomen pyknotisch, diinner, mit 
Hiamatoxylin dunkler, wobei die Oberflache rauh und uneben erscheint. An 
den Enden sind sie meist zu einem Knépfchen aufgetrieben, welches be- 
sonders dunkel imponiert. Ab 8 Minuten Dauerbeschallung zerfallen nun 
diese nicht zum Monaster angeordneten Chromosomen zu Fragmenten, die 
wohl noch Feulgen-positiv erscheinen, aber bereits iiber die ganze Zelle ver- 
teilt sind. 

Erst wahrend der Beschallung aus dem Spirem gebildete Chromosomen 


: 


wirkungsdauer die bereits gebil- 
deten- Chromosomen nicht in die 
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zeigen nun die Schadigungen, die durch Ultrabeschallung einerseits vom ver- 
anderten Zytoplasma aus auf die Chromosomenbildung wirken, anderer- 
seits durch Abwegigkeiten am Chromosomenbau selbst eine normale Bildung 
verhinderten. Nur nach 1 Minute Einwirkungsdauer konnte ich annihernd 
normale Chromosomen erkennen. Linger als 3 Minuten, jedoch wahrend der 





Abb. A 3. Ol-Immersion Zeif® 4/12 Zoll, Abb. A 4. Obj. 60:1, Ok. 8X, beide 
Ok. 12, Vergréferung 1070:1, Romeis- Reichert, Vergréerung 650 : 1, Romeis- 
kamera. 3 Minuten beschallt, Feulgen. kamera. 3 Minuten beschallt, Feulgen. 
Verschieden lange Chromosomen, die Verschieden lange Chromosomen, deren 
Schleifen bilden und an einer Stelle den Enden knopfférmig aufgetrieben sind. 
Scheitel nach aufen, den offenen Winkel Die Oberflaiche ist rauh und uneben, 
nach innen gerichtet haben. Im Bild was zu einem perlschnurartigen Aus- 
rechts sind die Schleifen zusammengepackt sehen fiihrt. 

und lassen nur an zwei Stellen freie 

Enden erkennen. 


Chromosomenbildung einwirkende Beschallung zeigt, daB sich verschieden 
lange, unregelmaig geformte, mit Hamatoxylin sehr dunkel erscheinende 
Schleifen bilden. Die langeren erscheinen als Schlingen mit vielen Ecken 
und Buchten und sind an den Enden wieder knopfférmig aufgetrieben, wie 
die Abbildung A3 und A4 zeigen. Die kleineren sind meist zusammen- 
gepackt oder eingerollt. Nach 8 Minuten bilden sich nur noch vereinzelt 
neue Schieifen, meist zeigten sich nur Chromosomenfragmente, die wieder 
als eckige kleine Bréckel zu sehen sind und bei weiterer Einwirkung zu- 
sammengeballt werden. Vereinzelt sind auch noch grofe, dunkle Brocken 
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sichtbar, die als verpackte Klumpen der dicken Schleifenteile aufzufassen 
sind. Verlagert werden diese abwegigen Chromosomen und Schleifen durch 
gleichlaufende Veranderungen im Zytoplasma, welche jedoch bei Zellen, die 
sich in der Metaphase befinden, erst spater auftreten, da die zu Beginn der 
Mitose eingesetzte Quellung bereits vor der Behandlung wieder ab- 
genommen hat. 


Anaphase 


Dieses Stadium zeigt die gréften Beeinflussungen durch die Schall- 
energien, da die Bewegungsvorginge, wie aus der Diskussion der Ergebnisse 
noch zu ersehen sein wird, von den 
einzelnen Kraften am meisten be- 
troffen werden. 

War vor der Beschallung eine 
Spindel ausgebildet und hat die 
Anaphasenbewegung nach. der 
Chromosomenteilung bereits be- 
gonnen, bleibt sie nach 1 Minute 
Beschallung stehen und geht nicht 
weiter. 2 Minuten Dauereinwir- 
kung zeigt ein rasches Zuriickblei- 
ben der Spindelfasern, wobei je- 
dech wihrend der Riickbildungs- 
zeit die Bewegungsvorgange rascher 
ablaufen, zu Ende werden die 
Chromosomenwanderungen jedoch 
auf keinen Fall gefiihrt. 

In den Kontrollpraiparaten wa- 
ren die Anaphasen vollkommen ab- 
gelaufen. Die auseinandergeriick- 
ten Chromosomen werden auffer-  q}), AS5 


Rav : : i 5. Obj. 60X, Ok. 8X, beide 
dem wie im vorigen Stadium diin- Reichert, Vergsifierune. 706+1, Tale 


ner, dunkler, an der Oberflaiche kamera. 8 Minuten beschallt, Feulgen. 
rauh, uneben und packen sich zu- Pyknotische Chromosomen, die verschie- 
sammen. Diese dunklen, meist sehr dene Stadien manifestieren. Die oberste 
bizarren Gebilde waren nach 8 Mi- Zelle zeigt eine Verklebung von Schleifen. 
nuten von den Schallwellen dis- Darunter sind zusammengeballte zu 
loziert und sind ungeordnet ver- sehen, die in der nachsten Zelle ausein- 
schieden weit entfernt nachweis- anderfallen. Am Spirem ist der diinne. 
bar. Von den Plasmaveriinderun- an manchen Stellen knopfférmig aufge- 
gen werden diese geschiidigten triebene Kniuel deutlich zu erkennen. 





Chromosomen weiter aus ihrer 
normalen Bahn gebracht und zerfallen bei fortdauernder Beschallung in 
Fragmente. 

Soll wihrend der Beschallung erst die Chromosomenteilung vor sich 
gehen, so lassen sich die Verainderungen am Chromosomenbau genau auf- 
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zeigen. Die Teilungsvorginge laufen nur an wenigen Stellen normal ab 
und sind dort am teilweisen Auseinanderweichen der beiden Halften zu 
erkennen. Es entstehen dadurch Schleifen, die gefenstert aussehen, da sich 
iiber die ganze Chromosomenstrecke nur kurze Teile gelést und entfernt 
haben. Diese erscheinen dann bei linger als 3 Minuten dauernder Beschal- 
lung immer dunkler und werden 
durch die einwirkenden Schall- 
wellen auseinandergetrieben, da- 
durch verzerrt und gedreht wie aus 
der Abbildung A5 zu ersehen ist. 
Sie zerfallen bei weiterer Ein- 
wirkung in kleinere und gréfere 
Bruchstiicke. 
Verklebungen konnte ich nach 
4 Minuten Beschallung bereits fest- 
stellen, wobei anschliefend eben- 
falls Verzerrungen der zusammen- 
hangenden Schleifenteile beobach- 
tet wurden (Abb. A5). Normal ge- 
bildete Chromosomen konnten un- 
ter Ultrabeschallung nicht geteilt 
werden. Die pyknotisch verinder- 
ten zusammenhiangenden Chromo- 
4 somenschleifen sind nach 10 Mi- 
nuten zum gréften Teil zerfallen 
Abb. A 6. Obj. 60:1, Ok. 8X, beide Oder als diinne Faden, wie Abbil- 
Reichert, VergréRerung 600:1, Romeis- dung A6 genau zeigt, vollkommen 





kamera. 10 Minuten beschallt, Himatoxy- verandert im entmischten Zyto- 
lin. Im vollkommen veranderten Zyto- plasma vorzufinden. 
plasma sind einerseits Granula_ als Spindelfasern, die vor der Be- 


Ausdruck einer Fragmentation erkennbar,  schallung gebildet waren, werden 

andererseits sehr diinne pyknotische Chro- durch die Einwirkung aufgelist. 

mosomen mit einem oder mehreren ver- Pie Praparate zeigen nun, daf 

klebten Schenkeln. gerade diejenigen Fasern, die zwi- 

schen bereits auseinandergedriick- 

ten Chromosomenhilften liegen, besonders rasch verschwinden. Eine Far- 

bung mit Lichtgriin-Safranin zeigt auch nach nur ganz kurzer Beschallung 

keine positiven Substanzen. Die Feulgensche Reaktion in allen diesen Sta- 

dien durchgefiihrt, la&t nach kurzer. Beschallung eine intensive positive 
Farbung erkennen, die bei langerer Beschallung nicht verandert wird. 


Telophase 
Dieses durch die Zytoplasmateilung charakterisierte Stadium konnte ich 
in meinen Praparaten nur dann finden, wenn die Einschniirung bereits vor 
der Beschallung stattgefunden hat. Die Einkerbung an den Seiten der Zelle 
ist unabhingig von der Beschallung so lange zu verfolgen als das Zyto- 
plasma durch die Schallenergien nicht zerrissen wird. Die Abbildung A? 
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zeigt nun deutlich, daf eine Einschniirung bereits bestanden hat, da zwei 
Chromosomenballen zu sehen sind, das Plasma lat jedoch Entmischungs- 
erscheinungen in Form von Vakuolen und Granulationen erkennen. Der 
eine Zellpol ist aufgerissen und Reste von Chromosomen sowie Zytoplasma- 
massen fliefen aus. 


Besprechung der Befunde 


Zytoplasmaveranderungen 


Die morphologischen Bilder, die durch die Wirkung der Schallenergien 
zustande kommen, lassen sich nach drei Gesichtspunkten auswerten: 

1. Die Wirkung auf die Kol- 
loide des Zytoplasmas mit ihren 
Grenzschichten und der umgeben- 
den Interzellularfliissigkeit; 

2. die Wirkung auf die chroma- 
tischen Substanzen bei der Chromo- 
somenbildung; 

3. die Wirkung auf bereits im 
Ablauf befindliche Mitosen. 

Bei jedem dieser angefiihrien 
Punkte ist wieder eine férdernde 
Wirkung zu erkennen, welche der 
reversiblen Phase entspricht, und 
bei langerer Beschallung ist eine 
Schadigung nachweisbar, die als 
irreversible Phase den Tod der 
Zelle bedingt. Die Angriffspunkte 
sind jedoch in jedem Fall die klein- 
sten Bausteine, welche durch die 
Schallenergien in ihrem gegen- 
seitigen Zusammenhang _ gestért 
werden. Voraussetzung fiir alle 
Untersuchungen ist natiirlich, da Abb. A 7. Ol-Immersion, Zei® 4/12 Zoll. 
die physiologischen Bedingungen, Ok. 12X, Vergréferung 1300: 1, Romeis- 
wie sie Wassermann angegeben kamera. 10 Minuten beschallt, Himatoxy- 





hat, unter welchen Mitosen ab-_ lin. Eingeschniirte Zelle, welche an einer 
laufen oder beginnen kénnen, ab- Stelle aufgerissen ist. Das Plasma ist 
solut gegeben sind stark vakuolisiert und schaumig. Die 


: . : : dunklen Areale si s é 
Die verschiedenen im kolloida- eale sind Chromosomenballen, 


len Zustand befindlichen Eiweil- deren ‘Stadium saialet eaten _ aera 
ist. Vor der aufgerissenen Stelle sind 


ps : : 
koérper des Zytoplasmas mani- 
P bt el : Chromosomenfragmente. 


festieren durch ihren unterschied- 
lichen Quellungszustand die je- 
weilige Beschaffenheit der Zelle. Um nun in die Teilung einzutreten, 
verandert sich dieser Zustand sowie derjenige des Kerns. Es sind dies zwei 
wichtige Tatsachen, da gerade in diesen Umstellungen der Ultraschall mit 
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seinen Energien hemmend oder férdernd eingreift und so den Eintritt in 
die Mitose beeinflu®t. Flemming schreibt nun schon, daf die Zelle, wenn 
sie sich zur Mitose vorbereitet, abrundet, ihren Turgor verandert und gréRer 
wird, das Plasma wird heller und wasserreicher. Wassermann sagt dazu, 
da gerade diese Vorginge mit rein physikalischen Uberlegungen zu er- 
klaren sind. Es andert sich der Energiegehalt und die Oberflachenspannung 
dabei. Die Wasseraufnahme und Abrundung setzt aber unbeding't eine Ver- 
schiebung in den Spannungsfeldern voraus, womit eine differente Durch- 
lissigkeit gegeben ist. Betrachtet man nun jetzt die Erscheinungen, die ich 
in anderen Arbeiten iiber die Leber, das Blut und im vorhergehenden Ab- 
schnitt an Larven von Fréschen feststellen konnte, wobei das Hauptaugen- 
merk auf die Verainderungen der Grenzschichten gelegt wurde, so sieht man, 
daf diese Spannungsfelder gegen die verschiedenen Energien der Schall- 
wellen besonders empfindlich sind. Die sie aufbauenden Eiweif- und 
Lipoidmolekiile erfahren durch die Schwingungen nicht nur eine am mole- 
kularen Bau selbst ansetzende Verainderung, sondern es werden auch die 
Strukturen umgewandelt. Die Umstellungen in den Spannungsfeldern sind 
durch zwei Voraussetzungen bedingt. Das Zytoplasma wird in seiner kol- 
loidalen Zusammensetzung veraindert — wenn man sich die Wirkung der 
Schallenergien nicht auf mechanischem Wege zu erkliren versucht, sondern 
die kolloidchemischen Umsetzungen in den Vordergrund riickt —, auferdem 
wird die umgebende Interzellularfliissigkeit als andere Phase im gleichen 
Sinne beeinfluBt, womit die Ursachen fiir die Anderungen des Spannungs- 
feldes gegeben sind. Diese beiden Faktoren miissen nun unbedingt bei der 
Besprechung der Mitose den normalen Ablaufen gegeniibergestellt werden. 
Aus den Priaparaten lief sich nun ganz deutlich erkennen, daf die Frequenz 
der Zellteilungen je nach Beschallungsdauer zu- oder abnimmt. Bereits im 
Gang befindliche Mitosen durchlaufen nur bestimmte Phasen rascher, um 
dann stehenzubleiben. Die durch Ultraschall bedingten Verainderungen am 
Zytoplasma und an den Grenzschichten sind nun wesenilich an diesen Er- 
scheinungen beteiligt. 

Es ist zu diesem Zweck notwendig, einen kurzen Uberblick iiber die An- 
sichten betreffs der mitotischen Zellteilung zu geben. Abgesehen von guter 
Ernahrung und reichlicher Sauerstoffzufuhr kann zum Beispiel, wie Romeis 
nachgewiesen hat, das Schilddriisenhormon eine Steigerung der Mitosetiitig- 
keit hervorrufen. Andererseits wird nach Verletzungen, ebenfalls vielleicht 
von Plasmaresten ausgehend, ein Stoff frei, der die restlichen Gewebe zu 
einer erhéhten Teilungstatigkeit anregt. 

Interessante Befunde wurden von Pearsall und Priestly angegeben, 
wobei F. Weber diese Untersuchungen erweitert hat und als wesentlichen 
Faktor fiir die Einleitung der Mitose den Wasserstoffexponenten angab. 
F. Weber stellt bei seinen Untersuchungen fest, daf gewisse wichtige 
Eiweifkérper bei einer ganz bestimmten Wasserstoffionenkonzeniration ihr 
Maximum an Fillbarkeit besitzen und andere ihre grote Queilbarkeit auf- 
weisen. Es sind diese Befunde mit den Angaben in Einklang zu bringen, die 
Kuwada, Shinke und Nakasava erhoben, die jedoch an die erste Hy- 
dratation eine im Ablauf der Mitose eingeschaltete zweite beschreiben, 
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welche in der Telophase ihren Héhepunkt erreicht. Diese Hydratationen 
kénnten nicht eintreten, wenn nicht der Eiweifbaustein seine Ladung und 
seine Lage zum Nachbarbaustein andern wiirde, ein Vorgang, der mit der 
Wasserstoffionenkonzentration eng verkniipft ist. Uber Hydratationsvor- 
giinge berichtet auch Wassermann, daf eine gesteigerte Durchlissigkeit 
fiir Wasser gleichlaufend mit den Vorgiangen in der Zelle wihrend der 
Mitose zu bemerken ist. Fiir diese besonders gesteigerte Durchlissigkeit 
der Grenzschichten macht er jedoch abwechselnd zwei Faktoren verantwort- 
lich. Einmal die Anderung der Plasmakolloide und im anderen Fall eine 
Anderung der Grenzschichten selbst. Ob jetzt nun die Grenzflachenver- 
anderung primir vorhanden ist und die stirkere Hydratation im Plasma 
auslést, oder ob zuerst das Zytoplasma verandert wird und dadurch die 
Grenzschichte beeinfluft, laft er offen. Nach meinen Untersuchungen und 
Definitionen der Spannungsfelder kann ich diese Frage méglicherweise einer 
weiteren Klaérung zufiihren, indem ich dieser von Wassermann angege- 
benen Erklarung nicht beipflichte, sondern eine gesteigerte Durchlassigkeit 
der Grenzschichten in gleicher Weise durch Spannungsfeld- und Plasma- 
verdanderungen erklire. Besteht doch das aktive Spannungsfeld aus Bau- 
steinen, welche auch das Zytoplasma aufbauen, die nur eine bestimmite 
andere Anordnung aufweisen, um ihre Aufgabe erfiillen zu kénnen. Ich 
stelle mir also diese besondere Hydratation beim Eintritt in die Mitose un- 
gefahr so vor, daf, wie E. Schrédinger schreibt, eine kleine Atomgruppe, 
die im Organismus alle lebensnotwendigen Vorgiange regelt, auch die Ein- 
leitung der Mitose hervorruft. Diese Regulation wirkt nun auf die in die 
Mitose eintretende Zelle selbst und auf die Umgebung, sie beeinflu#t also 
nicht nur die Plasmakolloide, sondern auch die Kolloide der Interzellular- 
fliissigkeit, womit die Grundlage fiir eine verainderte Durdhlassigkeit ge- 
geben ist. Die Potentialanderungen in den beiden Phasen bestimmen und 
regeln nun die Durchlassigkeit fiir bestimmte Stoffe und bringen somit die 
Zelle zum Quellen und Abrunden. Der Vorgang ist also nicht, wie Wasser- 
mann angibt, einerseits vom Plasma oder von der Grenzflache abhangig, 
sondern es laufen diese beiden Kolloidanderungen ineinander und regulieren 
gemeinsam die Durdchlassigkeit fiir bestimmte Stoffe. Es sind die Anderun- 
gen in den beiden Phasen und in den Grenzschichten zeitlich nicht von- 
einander zu trennen, da die Spannungsfelder von beiden Phasen gemeinsam 
aufgebaut werden und die Durchlassigkeit fiir bestimmte Stoffe nur im Zu- 
sammenwirken geregelt werden kann. 

Wie wirkt nun der Ultraschall auf diese Vorgange und wie kann einer- 
scits eine fordernde Wirkung entfaltet werden oder andererseits der Ablauf 
der Mitose gehemmt, méglicherweise sogar iiberhaupt nicht ausgelést wer- 
den? Bei Untersuchungen, die ich an Frosch- und Menschenblut angestellt 
habe, konnte ich an den festen und fliissigen Blutbestandteilen die kolloid- 
chemischen Wirkungen der Ultraschallwellen genau feststellen. Es kommt 
durch die verschiedenen Energien an den Eiweiftmolekiilen zu einer Akti- 
vierung der Reaktionsbereitschaft und Reaktionsgeschwindigkeit. Hervor- 
gerufen wird dieser Zustand durch die Bildung von Sauerstoff, wie im 
vorhergehenden ausgefiihrt wurde, und durch eine Beeinflussung des 
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elektrischen Potentials. Der Wasserstoffionenexponent wird durch die 
Ultraschallenergien ebenfalls beeinflu&t. Diese Faktoren nun auf die Ver- 
iinderungen des Zytoplasmas angewendet, lassen die bei der Praparat- 
beschreibung aufgezeigten Erscheinungen im Sinne einer Férderung oder 
Hemmung erkliaren. 

Bei nur kurzer Beschallung sind keine neuen Mitosen angelaufen und 
die bereits im Gang befindlichen wurden abgestoppt. Diese Erscheinungen 
sind nun sicherlich mit den oben und friiher ausgefiihrien Wirkungen der 
verschiedenen Schallenergien zu erklaren. Zuerst tritt namlich durch das 
momentane Auftreffen der Schallkrafte eine Umstellung in den beschallten 
Kolloiden auf, welche durch jene Gewebe, die das beschallte Gewebsstiick 
umgeben, blockiert werden. Der Saftestrom wahrend des Stoffwechsels ist 
somit zeitweilig unterbunden und wird erst nach geraumer Zeit wieder auf- 
genommen. Es stellt sich die Grenzflache auf diese neue Potentialanderung 
ein und durch den gebildeten Sauerstoff und die innere Erwarmung, welche 
reaktionsférdernd wirkt, kommt es zu den rascher ablaufenden Zellteilun- 
gen. Der vermehrte Eintritt in die Mitose kann ebenfalls durch diese und 
noch einige andere Griinde erklart werden. 

Gurwitsch schreibt, daf die leichten reversiblen Zytoplasmaverinde- 
rungen die Teilungsbereitschaft fordern und als Grundbedingungen fiir den 
Eintritt in die Mitose aufgefaft werden kénnen. Kommt eine Zelle durch 
aufere Umstinde in einen reversiblen, geanderten kolloidchemischen Zu- 
stand, so ist nach der Wiederherstellung der friiheren Reaktionslage nicht nur 
ein physiologisches Milieu im Zytoplasma gegeben, sondern die Zelle ist auch 
fiir einen neuen Mitosebeginn aktiviert worden. Durch den Ultraschall wer- 
den, wenn er nur kurze Zeit einwirkt, tatsachlich, wie im vorigen beschrie- 
ben, reversible Verainderungen an den Plasmakolloiden hervorgerufen, die 
wohl im Sinne einer Mitosevermehrung zu deuten sind. Die bessere Ver- 
sorgung mit Sauerstoff, wie sie zum Beispiel J. Krebs angibt, stellt eben- 
falls einen Anreiz auf die Zelle im Sinne einer Mitoseférderung dar, da 
eine bessere Ernahrung und Erwarmung die Aktivitat der Zelle steigert. 

Der durch die Zerreifungskavidation gebildete Sauerstoff und die durch 
die verschiedenen Krafte erzeugte innere Warme runden das Bild der 
Mitoseférderung durch Ultraschallwellen ab. Die Feulgensche Reaktion, 
wahrend dieser Zeit durchgefiihrt, laBt noch ganz deutlich innerhalb der 
Chromosomen normale Verhiltnisse erkennen. An allen Stellen sind sie 
deutlich und intensiv angefarbt. Der vereinzelt beschriebene Zerfall von 
Chromosomen ist sicherlich nur an jenen Stellen zur Beobachtung ge- 
kommen, die von den Schallwellen gerade im Zeitpunkt der Quellung an- 
getroffen wurden und somit bei weiterer durch den Schall bedingter Hydra- 
tation in die irreversible Phase eingetreten sind. 

Morphologisch ist jene im vorigen Kapitel der reversiblen Phase ent- 
sprechende, gesteigerte Reaktionslage, welche die Mitoseeinleitung fordert, 
nur daran erkennbar, daf die Zahl der Zellteilungen in den Praparaten 
gesteigert ist. Die Zelle selbst zeigt keinerlei Abwegigkeiten. 

Wird nun weiterbeschallt, treten im Plasma jene bereits in verschiedenen 
Arbeiten (Bejdl) hervorgehobenen, morphologisch fafbaren Veranderun- 
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gen ein. Einerseits sind es die zuerst kleinen Vakuolen, welche zusammen- 
flieRen und schlieBlich den gréften Zellraum einnehmen, andererseits mani- 
festieren sie sich als Granula, womit dann die irreversible Phase erreicht 
ist und die Lebensfahigkeit der Zelle nicht weiter gegeben ist. Die Granula- 
tionen, welche ganz allmahlich auftreten, sind zusammengeklumpte Plasto- 
somen, welche wihrend der Mitose von den Plasmastrémungen (Béla?) an 
den Rand der Zelle und dann etwa in die Gegend der Aquatorialplatte 
getrieben werden. Sistiert die Fontanestrémung, so ist wohl mit gréRter Wahr- 
scheinlichkeit die Zelle nicht mehr lebensfahig, sie kann sich nur, wenn die 
Schadigung nicht zu lange gedauert hat, wieder erholen. Bei meinen Unter- 
suchungen an Askarideneiern ist eine Erholung in keinem Fall mehr méglich 
gewesen, da durch Schallenergien die irreversible Phase in den Zytoplasma- 
kolloiden rascher eingetreten ist. 


Kernveranderungen und Chromosomenbildung 


Gleichlaufend wie das Zytoplasma veriandert sich der Kern in seiner 
Siruktur, bevor er zur Mitose umgewandelt wird, das heift, bevor er seine 
Oberflache verliert und sich die Chromosomen bilden. Der Kern rundet sich 
normalerweise ab, wird voluminéser, heller und bekommt einen gréferen 
Turgor. Wassermann schreibt, daf zuerst Granula zu sehen sind, die sich 
dann, wie er an Bildern von Grosser demonstriert, auf die Chromosomen- 
bahnen konzentrieren. 

An den Priaparaten konnte nun festgestellt werden, daf bei kurzer Be- 
schallung die Kerne gegeniiber Prophasenkernen, welche ohne Ultraschall- 
beeinflussung in die Mitose eintreten, nicht zu unterscheiden sind. Sie sind 
ebenfalls grof, hell und abgerundet. Eine deutliche Kontur, wie sie Was- 
sermann angefiihrt hat, konnte ich ebenfalls feststellen, es ist nach Ultra- 
schallbehandlung nur schwer zu differenzieren, ob diese deutliche Begren- 
zung durch Ultraschall bedingt ist oder nicht. Ich habe auch an Kernen von 
Froschlarven, die sich nicht zur Mitose vorbereiten, eine besonders deutliche 
Kernoberflaiche sehen kénnen. Vielleicht kann aber der Hinweis eine nahere 
Erklarung bringen, daf namlich Veranderungen am Kern durch Ultraschall- 
beeinflussung friiher zu bemerken sind als am Zytoplasma. Bei normalen 
Karyokinesen gehen die Veranderungen gleichlaufend vor sich. Es ist bei 
den Kernveranderungen ebenfalls festzustellen, da nach dem Auftreten 
morphologisch fafbarer Strukturabwegigkeiten keine Wiederhersiellung 
normaler Verhaltnisse mehr méglich ist. Der Unterschied gegeniiber der An- 
ordnung chromatischer Substanzen im Kerninneren, wie sie Wassermann 
bei der normalen Chromcosomenbildung beschreibt, ist insofern deutlich, als 
die groben bizarren Klumpen vollkommen ungeordnet zu finden sind, sich 
also nicht, wie die Abbildung im Méllendorffschen Handbuch zeigt, 
bereits in Schleifen formieren. Weiters ist dazu zu bemerken, da Askariden- 
‘ier nach dem Eintritt sichtbarer Veranderungen nicht weiter iiberlebend 
gehalten werden kénnen. Es decker sich also diese Angaben mit Fest- 
stellungen, die ich bei Blut-, Leber- und Nervenuntersuchungen gemacht 
habe, dafi sich namlich nur die irreversiblen Phasen morphologisch nach- 
weisen lassen und da dann keine Erholung mehr stattfinden kann. 

Protoplasma, Bd. XL/1. 


or 
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Die Feulgensche Reaktion lat das durch Ultraschall beeinfluBte Kernbild 
deutlich hervortreten. Nach einer Beschallungszeit von mehr als 5 Minuten 
sind in solchen Kernen, die der Gréfe nach vor dem Eintritt in die Mitose 
stehen, helle, eckige Brocken nachweisbar, die keine Tendenz zeigen, sich in 
Schleifen anzuordnen. Altere Stadien zeigen wohl keine Oberflachenbegren- 
zung mehr, jedoch innerhalb der ganzen Zelle ungeordnete Reste der chro- 
matischen Substanzen. Waren vor der Beschallung schon Chromosomen ge- 
bildet, ist also eine Mitose bereits im Gang begriffen gewesen, zeigen diese 
nach wenigen Minuten knotige Verdickungen, welche ihnen jenes Aussehen 
geben, wie es auch Politzer nach Réntgenbestrahlung beschreibt, nimlich 
rauh und héckrig. Weiters treten Verklebungen und Abbréckelungen auf, 
die ebenfalls noch bei den Bewegungsvorgiingen genau besprochen werden. 

Diese verschiedenen, teilweise reversiblen, teilweise irreversiblen Be- 
einflussungen der Chromosomen sind sicherlich mit jenen inneren Kraften 
zu erkliren, die, wie im vorigen Kapitel besprochen wurde, an den kleinsten 
Bausteinen ansetzen und die molekularen Zusammenhinge stéren. White 
schreibt, da der Nukleinsiuregehalt im Kern beim Eintritt in die Mitose 
ansteigt und ein Maximum in der Metaphase erreicht, um dann wieder ab- 
zunehmen. Bei diesem Vorgang werden Nukleoproteide polymerisiert und 
den Chromosomen einverleibt, worauf in der Telophase wieder ein um- 
gekehrter Vorgang ecinsetzt. White schreibt weiters, daf{ im Augenblick. 
in welchem die Polymerisation beginnt, das Proteinnetz des ruahenden Kernes 
sich fiir die Chromosomenbildung vorbereitet. In diesen Vorgang der Poly- 
merisation, bei der normalen Zellteilung, schaltet sich nun die Ultraschall- 
energie ein. Die Praparate haben gezeigt, daf{ zu Beginn der Mitose nach 
kurzer Ultrabeschallung eine Feulgensche Reaktion positive Bilder ergeben 
hat. Es sollte nun — bei normalem Ablauf — gegen Ende dieses Vorganges 
die Feulgensche Reaktion weniger distinkt werden. Bei meinen Befunden 
konnte ich jedoch feststellen, da die Reaktion zu Beginn und am Ende der 
Mitose gleich stark positiv war. Der Ultraschall hat also die Polymerisation 
der Nukleoproteide beschleunigt, jedoch den umgekehrten Vorgang, da die 
reversible Phase iiberschritten wurde, nicht mehr zur Durchfiihrung kommen 
lassen. 

Es ist ferner wichtig festzustellen, daf die Proteine, welche im ruhenden 
Kern ein Netzwerk bilden, beim Beginn der Polymerisation eine spiralige 
Anordnung zeigen. Diese Umordnung jener Substanzen zeigt nun ebenfalls 
eine Veranderung durch Ultrabeschallung. Ganz kurze Beeinflussungen 
hemmen die Umlagerungsvorgiinge und es treten dann Chromosomenfrag- 
mente auf. Bei weiterer Beschallung, jedoch noch in der reversiblen Phase, 
kommt es durch die gesteigerte Reaktionsgeschwindigkeit zu einer Forcie- 
rung jener oben besprochenen Umordnung. Wird zu lange beschallt, zer- 
brechen die zuerst beschleunigt gebildeten Chromosomen in kleinere und 
groRere Fragmente. 

Verklebungen sowie Chromosomenpyknose, wie sie Politzer nach 
Réntgenschiaden beschrieben hat, sind nach meinen Untersuchungen durch 
Ultraschallbehandlung ebenfalls zu erzeugen. Bei diesen Abwegigkeiten 
mu& jedoch jenes Mitosestadium festgestellt werden, in welchem die Kolloid- 
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veranderungen bei der Behandlung in die irreversible Phase eingetreten 
sind. Handelt es sich um ein Spirem oder Dispirem, dann kommt es, wenn 
die Schallenergien nur kurze Zeit eingewirkt haben, einerseits nicht zur 
Chromosomenbildung, andererseits nicht zu einer erneuten Kernbildung. 
Wirken die Schallenergien langere Zeit ein, kommt es zur Fragmentation. 
Vergesellschafiet ist dieser Vorgang mit Vakuolenbildungen im Plasma. Ist 
die Zelle eben in die Metaphasenbewegung eingetreten, kann sie trotz der 
rascheren Bewegungen wiahrend 
kurzer Beschallungszeiten doch 
nicht zu Ende gefiihrt werden, da 
die Beschallungsbreite, die Schwelle 
zwischen reversibler Phase und 
irreversibler Schadigung, sehr kurz 
ist. Es treten nun dadurch Ver- 
klebungen von einzelnen oder meh- 
reren Chromosomen auf, die mit 
den Molekiilveranderungen an den 
Nukleoproteiden im besprochener 
Sinn zu erklaren sind (Abb. A8). 

Die zuerst begiinstigte Quel- 
lung wird von einer Dehydration 
abgelést, welche alle Ablaufe be- 
einfluRt, vor allem jedoch jene. 
welche besonders an _physiologi- 
sche Bedingungen gebunden sind. 
W. Bargmann schreibt, da die 
Spaltbarkeit der Chromosomen auf 
ihre fibrillare Struktur zuriickzu- 
fiihren sind. Die in Ketten ange- 
ordneten Eiweifimolekiile werden 
durch Ladungspotentiale und Hy- 
dratationszustande in dieser be- 





Abb. A 8. Ol-Immersion, Zeif 4/12 Zoll, 
Ok. 12X, Vergréferung 1250: 1, Romeis- 
kamera. 10 Minuten beschallt, Feulgen. 
Verklebungen von drei Chromosomen- 
stimmten Anordnung  gehalien.  schleifen, daneben eine besonders grofe, 
Durch Schallenergien werden nun jedoch in atypischer Lage. Die dunklen, 
beide Faktoren wesentlich beein- verschieden geformten Granula sind Chro- 
fluRt, womit die Verklebungen in- mosomenfragmente. 

sofern erklairt werden kénnen, 

als sich diese Molekiilketten durch Bauveranderungen sowie durch De- 
hydratationen nicht voneinander lésen kénnen. Sie ballen sich im ent- 
gegengesetzten Sinn zusammen und bilden jene pyknotischen, dunklen 
Schleifen, wie sie bei den Praparaten beschrieben wurden. 

Die Erklarungen, die fiir diesen Vorgang auf rein physikalischem oder 
chemischem Gebiet angegeben wurden, sollen hier nicht diskutiert werden. 
Die Tatsache allein, da® durch Ultrabeschallung, also durch kolloidchemische 
Veriinderungen des Zytoplasmas, der Grenzschichten und des molekularen 
Baues der Chromosomen, diese Vorginge tiefgreifend veraindert werden, 
zeigt, daB die Schallenergien am kleinsten, jedoch wichtigsten Baustein der 


= 
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Zelle mit nicht mefbaren Krafien ihre Wirkung entfalten. Sie verindern 
den Intimbau der Chromosomen, wodurch die Ablaufe rascher vor sich 
gehen, gerade aber bei der Mitose kann gezeigt werden, daf iiber ein ge- 
wisses Malt, durch Einfliisse jeglicher Art, der Teilungsvorgang nicht weiter 
gefordert wird, sondern Stérungen eintreten, die méglicherweise bei rasch 
wachsenden Geschwiilsten den Erfolg der therapeutischen Beeinflussung 
durch Ultraschall in Frage stellen. Es lassen sich dadurch die bei klinischen 
Untersuchungen festgestellten schlechten oder wenigstens nicht befriedigen- 
den Erfolge der Tumorbehandlung erklaren. Das Zentrum der Geschwulst, 
also jene Stelle, auf welche der Schallkopf direkt aufgesetzt wird, zeigt 
Nekrosen und Gewebszertriimmerungen, die entfernten Partien jedoch blei- 
ben unbeeinfluBt oder es kommt, wenn gerade jene Energie appliziert wurde, 
die fordernd wirkt, zu einem besonders starken Wachstum. Nakahara und 
Kobayashi konnien rein experimentell an beschallten Tumoren, abhingig 
von der Intensitat und der Beschallungszeit, Zerstérungen feststellen. Ebenso 
haben Hirohashi und Hayashi Rattentumore beschallt, wobei auch eine 
Gréfenzunahme des Geschwulstgewebes festgestellt werden konnte. 

Pyknotische Chromosomen sind dann der letzte Ausdruck der Schaidigung 
vor dem Zerreiffen der Zelle. Sie liegen als dunkle, nicht weiter zu differen- 
zierende Kniuel im stark vakuolisierten Zytoplasma. 


Die Wirkung auf die Spindelbildung und die Bewegungs- 
vorgange 


Die Spindelfasern, deren Enistehung und Wirkung vielerorts different 
gedeutet wurde, wobei immer ein deutlicher Unterschied zwischen Kern- 
und Metaphasenspindel gemacht wurde, miissen in diesem Zusammenhang 
ebenfalls besprochen werden, da die Schallenergien auf ihre Bildung und 
Wirkung nach den letzten Untersuchungen Einfliisse ausiiben. 

Wassermann schreibt, daft iibereinstimmend festgestellt ist, .,... daB 
die Spindel ein verhaltnismafig starrer Kérper ist, der sich, wie seine be- 
kannten Dehnungen innerhalb der Eier beweisen, als Ganzes wohl ab- 
gegrenzt im fliissigen Zytoplasma bewegt, der als Ganzes durch Zentri- 
fugieren verlagert wie auch mittels Mikrodissektionsnadel verschoben und 
verbogen werden kann™. Von v. Erlanger wurde festgestellt, da sie aus 
einer zihfliissigeren Masse besteht wie das umgebende Zytoplasma. Der 
Raum, in welchem der Spindelkérper auftritt, wird iibereinstimmend von 
Bargmann, Wassermann und vielen anderen als Myxoplasma bezeich- 
net. Nach der Kernauflisung vermischt sich der Inhalt mit dem umgeben- 
den Zytoplasma, wodurch die Spindelmuttersubstanz zustande kommt. 
Wassermann gibt tiber jene Substanz, in welcher die Chromosomen vor 
der Bildung der Spindelfasern gelegen sind, an, daf diese eine geringere 
Viskositat besitzt und da sie bei der Spindelbildung eine sehr rasche Um- 
wandlung vom Sol- in den Gelzustand erfahrt. Die Fasern selbst bestehen 
nach Bargmann und Bucher aus polymerisierten Eiweifkettenmole- 
kiilen, welche auf Grund ihres optischen Verhaltens auch in der lebenden 
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Zelle von Schmidt im Polarisationsmikroskop gesehen wurden. Mit die- 
sen Fasern nun sind die Chromosomen an einer Stelle verbunden und 
machen an ihnen hangend eine Wanderung zu den beiden Polen durch, die 
Anaphasenbewegung (Patzelt). 

Uber diese Bewegungen sind in der Literatur viele entgegengesetzte 
Meinungen vertreten. Ich méchte nur in kurzen Worten die Grundprinzipien 
der differenten Ansichten wiedergeben, um die nach den neuesten Unter- 
suchungen festgestellten Wirkungen der Spindelfasern mit meinen Ergeb- 
nissen zu vergleichen und dadurch einerseits, Erginzungen vornehmen und 
andererseits die Einfliisse der Schallwellen auf das in Teilung befindliche 
Gewebe aufzeigen. 

Es ist eine Zugfasertheorie ausgearbeitet worden, wobei eine Ver- 
kiirzung der Fasern selbst die Bewegungen erkliaren soll. Daneben ist eine 
Stemmhypothese aufgestellt worden, nach der Substanzen zwischen den 
beiden etwas auseinandergeriickten, geteilten Chromosomen die Anaphasen- 
bewegung vollziehen. Auch elektrische Hypothesen wurden fiir den 
Motor der Chromosomenwanderung gebildet. SchlieBlich sind Dif fusions- 
und Strémungshypothesen zur Erklarung dieses Vorganges heran- 
gezogen worden. 

Es ist nun interessant, auf Untersuchungen, die E. Kupka und F. See- 
lich angestellt haben, einzugehen, da sie méglicherweise die Wirkungen der 
Schallenergien einer Erklarung zufiihren kénnen. 

Daf der Spindelkérper in der Metaphase besonders widerstandsfahig 
ist, wurde schon angefiihrt und ist allgemein sichergestellt. Kupka gibt nun 
an, daff von Pol zu Pol faserige Strukturen verlaufen, die in der Mitte am 
weitesten voneinander abstehen und sich gegen die Zellpole zu vereinen. 
Gegen die Zytoplasmaoberflache bilden sie ein eigenes Feld mit einer beson- 
deren Oberflaichenspannung. Die Bildung dieser Fasern wird mit der Hydra- 
tation des Zytoplasmas in Einklang gebracht, die ebenfalls einen Einflu® auf 
die Bewegungsvorgiinge wihrend der Anaphase ausiibt. Das Plasma quillt 
zu Beginn der Teilung, bestimmt somit die Oberflachenspannung des Spin- 
delkérpers, da diese von der Hydratation abhangig ist. Kupka gibt dazu 
an, dali die Oberflachenkrafte um so gréfer sind, je geringer die Hydra- 
tation ist. In den beschriebenen Praparaten konnte ich nun nach der Be- 
schallung an keiner Stelle eine Spindelbildung feststellen, ebenso ist auch 
eine Sphiare nicht nachweisbar. Die Veranderungen an den Plasmakolloiden, 
die im vorigen Abschnitt besprochen wurden, lassen sich nun auch auf diesen 
besonderen Vorgang der Spindelbildung und die Bewegungen, welche mit 
den faserigen Strukturen im Plasma doch eng verkniipft sind, anwenden. 
Es ist nach meinen Untersuchungen festzustellen, daf Ultraschallverande- 
rungen an den Plasmakolloiden einerseits sowie Abwegigkeiten wahrend 
der Kernauflisung andererseits zu einem nicht physiologischen Milieu fiih- 
ren, welches im Myxoplasma Bedingungen hervorruft, die eine normale 
Spindelbildung nicht zulassen. Die Ladungspotentiale, die durch Dehydra- 
tationen weitgehendst veraindert werden, verhindern diese besondere Diffe- 
renzierung in jenem Raum. Der Vorgang der Spindelbildung setzt aber ge- 
rade normale physiologische Verhialtnisse voraus; auch mitogenetische Strah- 








70 W. Beidl 


lungen sollen nach Gurwitsch hemmend auf die Mitoseeinleitung und den 
Ablauf wirken. 

Durch die Untersuchungen an beschallien Ascarideneiern lat sich auch 
noch zu der Frage Stellung nehmen, die lange Zeit Streitobjekt vieler Unter- 
sucher war und es noch ist. Handelt es sich bei der Aquatorialspindel um ein 
eigenes Differenzierungsprodukt oder ist sie eine besondere Modifikation 
jener mizellaren faserigen Strukturen, die zu Beginn der Teilung entstehen 
und von einem Zellpol zum anderen ziehen? 

Diese Frage kann einerseits als Uberleitung zu den Bewegungsvorgangen 
dienen, andererseits lassen die Ausfallserscheinungen nach Ultrabeschallung 
Schliisse auf die Struktur des in Frage stehenden Gebildes zu. Béla steht 
nun auf dem Standpunkt, daft beim Auseinanderweichen der Chromosomen 
Plasmamassen zwischen sie einstrémen, dort eine besondere faserige Struktur 
annehmen und sich anschliefend durch Entquellen ausstrecken. Kupka er- 
klart die Existenz dieser zwischen den etwas voneinander getrennten Chro- 
mosomenhilften befindlichen faserigen Strukturen dadurch, dafi die vor- 
handenen Fasern, welche die Zellpole miteinander verbinden, in der Aqua- 
torialplatte durch bestimmte Stoffe veriindert werden. Der gleiche Stoff ist 
auch fiir die ersten Bewegungsvorgange wichtig. Da nun durch die Beschal- 
lung eine Spindelbildung iiberhaupt unterdriickt wird, kann wohl gesagt 
werden, daf Quellungen und Entquellungen allein nicht die Ursachen der 
Stemmkérperbildung sein kénnen. Es hatte wenigstens in den ersten Be- 
schallungsminuten, also wahrend jener gesteigerten Hydratation, der Bil- 
dungsbeginn solcher Fasern bemerkt werden miissen oder es hatten nach 
dem Einsetzen von Dehydratationen faserige Strukturen auftreten sollen. 
Das Einstrémen neuer Plasmamassen aus der Umgebung zwischen die aus- 
cinandergewichenen Chromosomen, wie Béla angibt, ist ebenfalls abzu- 
lehnen, da nach einer Beschallung von nur wenigen Minuten jegliche Stré- 
mung sistiert und die irreversible Phase auch alle Neubildungen unméglich 
macht. Ich neige in diesem bestimmten Fall eher der Annahme Kupkas zu, 
der einen bestimmten Migrationsstoff dafiir verantwortlich macht, da sich 
die nur modifizierten Spindelsubstanzen zwischen den Chromosomen 
strecken. Die Bildung dieses Stoffes ist aber wieder an normale Verhiltnisse 
gebunden und konnte daher nach der Beschallung nicht nachgewiesen 
werden. 

Weiters muf beriicksichtigt werden, da Wassermann die Spindel- 
bildung von der Existenz der Sphire um das Centriol abhangig macht. Ge- 
rade diese Erklarung kann durch meine Untersuchungen widerlegt werden. 
Die Plasmaverdichtungen im Bereiche des Zytozentrums sind fiir die Spindel- 
bildung keine Voraussetzung. Das besondere Verhalten dieser an den Zell- 
polen befindlichen Areale ist auf die dort beginnenden Spindelfasern zuriick- 
zufiihren. Sie sind an diesen Stellen besonders dicht gelagert und haben da- 
durch an ihrer Oberflache ein eigenes Spannungsfeld. Durch die Schallwellen 
kommt es nun zu keiner Faserbildung und damit zu keiner besonderen 
Plasmadifferenzierung um das Centriol. 

Die Bewegungsvorginge, die zu den umsirittensten der Mechanik der 
Mitose zu rechnen sind, erfahren ebenfalls Stérungen durch Ultraschall- 
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wellen, woraus sich wieder Schliisse auf den normalen Ablauf ziehen lassen. 
Zu Beginn dieses Kapitels habe ich mit kurzen Worten bereits die aus der 
Literatur entnommenen verschiedenen, teils historischen, teils noch giiltigen 
Anschauungen iiber die Mechanik der Mitosebewegung angefiihrt und eine, 
die von Kupka, besonders herausgegriffen. Beziiglich der Einordnung der 
Chromosomen in die Aquatorialebene méchte ich auf die Angaben verweisen, 
welche Wassermann im Moellendorffschen Handbuch macht. Nach 
meinen Untersuchungen neige ich der Ansicht Bélai’ zu, welcher diese durch 
die Spindelbildung erklart. Mechanisch driickt der von den Polen gegen die 
Mitte zu gebildete Spindelkérper die Chromosomenschleifen in die Aqua- 
torialplatie. Als Beweis fiir diese Ansicht kénnen wieder die Erscheinungen 
gelten, die durch Ultraschall hervorgerufen wurden. Da sich keine Spindel- 
fasern ausdifferenzieren, fehlt der Motor, der die entstandenen Chromo- 
somen zu einer Monasterbildung veranlaft. Die abnorme Lagerung der 
winkeligen Chromosomenschleifen mit dem Scheitel nach aufen und dem 
offenen Winkel nach innen kann durch die beiden letzten Angaben ebenfalls 
erklirt werden. Es fehlen die Fasern, damit die Ansatzstellen und die ord- 
nenden Wirkungen des Spindelkérpers, so dafi die mechanischen Kriafte der 
Schallwellen die Chromosomen in der Zelle frei bewegen kénnen. Es sind 
dies gleiche Erscheinungen, die Politzer nach Réntgenbestrahlung fest- 
stellen konnte. Dabei war jedoch eine Schadigung der Chromosomen aus- 
schlaggebend; in meinem Fall ist nicht nur deren Bau veriandert, sondern 
auch die plasmatischen Substanzen sind durch Hydratationen und Dehydra- 
tationen, je nach der Lange der Beschallung, abnormal. Die Unfahigkeit zur 
Spindelbildung ist also der ausschlaggebende Faktor fiir die nicht stern- 
férmige Anordnung der Chromosomen in der Aquatorialplaite. 

Die eigentlichen Anaphasenbewegungen fiihrt nun Kupka auf eine 
Streckung des StemmkGrpers zuriick, wobei dieses mechanische Auseinander- 
driicken auf chemische Umsetzungen zuriickzufiihren ist, welche wieder vom 
Migrationsstoff hervorgerufen werden. Dieser Stoff ist ein Produkt jener 
Chromosomenstellen, welche mit den Spindelfasern zusammenhangen und 
keine positive Feulgensche Reaktion geben. Nachweisbar ist er nach Kupka 
entlang der Fasern gegen die Pole zu sowie nach der anderen Seite ein klei- 
nes Stiick gegen den Spindelaiquator. Dieser Migrationsstoff setzt an der 
Spindeloberflache hydrophile Gruppen frei, wodurch die adsorptiven Krafte 
abnehmen. Das Chromosom wird daher zu den Stellen wandern, die eine 
groRere Bindungskraft besitzen. Die Auflésung schreitet dann in der Rich- 
tung der Pole weiter, an welchen bis zum gianzlichen Verschwinden der 
Fasern ein Maximum an adsorptiven Kraften herrscht. Die Aquatorial- 
spindel wird vom Migrationsstoff ebenfalls umgewandelt, streckt sich dabei 
und driickt die Chromosomen auseinander. 

Es ist nun notwendig, die einzelnen Stadien wahrend der Beschallung zu 
verfolgen und darauf zu achten, wie weit fortgeschritten die Zellteilung be- 
reits war, als die Beschallung einsetzte. 

Die Quellung und Turgorvergréerung, die als erstes Zeichen einer Zelle 
vor dem Eintritt in die Mitose zu werten ist, wird also durch kurze Beschal- 
lungen gesteigert. Die Férderung iiberschreitet aber jenes Maf, welches fiir 
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das Plasma noch ertraglich erscheint, wobei die Verainderungen zwar noch 
nicht zu erfassen sind, aber durch das Sistieren der Zelltatigkeit nachweisbar 
werden. Der besonders labile Zustand der in Mitosevorbereitung befindlichen 
Zelle erklart dabei das rasche Uberschreiten der Grenze zwischen reversibler 
und irreversibler Phase. Am Kern sind die Veranderungen schon friiher zu 
erkennen. Die Spindelbildung wird ebenfalls unterbunden, da die physi- 
kalischen und chemischen Voraussetzungen der Plasmakolloide durch die 
Schallwellen zu stark gestért sind. Haben sich die Chromosomen bereits vor 
der Beschallung gebildet und in der Aquatorialplatte zum Monaster ange- 
ordnet, verhindert der Schall einerseits die weitere Bewegung, andererseits 
verandert er aber auch die momentane Lagerung. Die durch einen kleinen 
Spalt voneinander getrennten Chromosomenpaare werden aneinander- 
geprefit und in ihrem molekularen Bau gestért. Eine gebildete Sphire bleibt 
nur einige Zeit bestehen und verschwindet mit den Fasern. Die Umstellungen 
im Zytoplasma und die Hydratationen an der Oberflaiche Spindelkérper- 
Zytoplasma sind so grof, daf das gelférmige Spindelplasma wieder in den 
solférmigen Zustand zuriickgefiihrt wird. Die Ladungspotentiale an der 
Oberflache kommen entweder nicht zur Ausbildung oder werden, wenn der 
Spindelkérper vor der Schalleinwirkung bestanden hat, sofort geandert. Es 
ist dies insofern wichtig festzustellen, als bereits geteilte Chromosomen, die 
ihren Weg an die Zellpole bereits begonnen haben, diesen nicht weiter fori- 
setzen kiénnen. Mit diesen Feststellungen sind wir bereits in die Anaphasen- 
bewegung eingetreten und haben nun diesen komplizierten komplexen Me- 
chanismus wahrend der Beschallung genau zu besprechen. 

Es mii&te nach wenigen Minuten der Beschallung eine vor dér Behand- 
lung bereits begonnene Anaphasenbewegung rascher ablaufen, da gerade in 
der reversiblen Phase physiologische Vorgiange gesteigert werden. Bei der 
mitotischen Zelle ist dieser Zustand jedoch ein anderer, sie befindet sich vor 
und besonders wahrend der Karyokinese in einer sehr labilen Reaktionslage. 
Widerstandsfahig ist lediglich nach Chambers, Kupka, Bélai und vielen 
anderen der Spindelkérper und die Aquatorialspindel. Es ist dies dadurch 
zu erklaren, da& das Spannungsfeld der Spindelkérper einen Schutz gegen 
das Eindringen von Stoffen darstellt, welche im leichter zu schadigenden 
Zytoplasma vorhanden sind. Erst wenn dieser Wall durch die Schallwellen 
insuffizient wird, der molekulare Bau also gestért ist, werden die Spindel- 
fasern aufgeldst. Es ist dies auch der Grund, warum Béla nach starker Ent- 
quellung und wiedereinsetzender Hydratation den Spindelkérper am Leben 
erhalten konnte, wobei die Bewegungen jedoch nicht weiter fortgeschritten 
sind. Die Quellungen haben das Zytoplasma veriandert und das Diffusions- 
potential gestért, jedoch nicht so tiefgreifend atomare und molekulare Um- 
stellungen gesetzt wie die Schallenergien. Der Migrationsstoff, der von 
Kupka und Seelich beschrieben wurde, wirkt im normalen Ablauf inso- 
fern, als an der Spindeloberfliche Gruppen frei werden, die hydratisiert 
werden und dadurch ihre adsorptiven Kriafte verlieren. Durch den Schall 
kommt es nun zu keiner Bildung von Spindelfasern, so daf der Stoff seines 
Angriffspunktes beraubt ist. Haben sich aber vor der Beschallung Fasern 
ausdifferenziert, ist infolge der Schallenergie kein Migrationsstoff gebildet 
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worden, auferdem kommt es auch zu Koazervationen an den Kolloiden der 
Spindeloberflache und somit zur Abnahme der adsorptiven Krafte. Die Be- 
wegungsvorginge sind also auf jeden Fall durch die Schallwellen gestért. 

Wie ist es nun aber méglich, dali nach ganz wenigen Beschallungsminuten 
eine kurze Spanne der scheinbaren Férderung zu beobachten ist? Uberblickt 
man die Befunde und die dazu gegebene Erklarung, so fallt vor allem auf, 
da® das Stadium, welches vor der Beschallung erreicht wurde, wichtig fiir die 
Beurteilung der Schallwirkung ist. Die Erwarmung und die bessere Versor- 
gung mit Sauerstoff sind meines Erachtens dafiir verantwortlich, jedoch wird 
durch die gleichen Kriafte rasch die irreversible Phase erreicht, in welcher 
dann keine physiologischen Chromosomenbewegungen mehr vor sich gehen, 
sondern pathologische Dislokationen eintreten, die nicht mit gesteigerten 
physiologischen Vorgaingen verwechselt werden diirfen. 

Haben die Schallenergien nicht ausgereicht, die Dehydratation bis zur 
Flockung zu fiihren, so ist doch auf jeden Fall der kolloidale Zustand und 
das Ladungspotential so gestért, da die notwendigen Voraussetzungen fiir 
einen Zellteilungsablauf nicht gegeben sind. Die Zelloberflache bildet nun in 
der letzten Auswirkung auf dieses komplexe Geschehen durch ihr aktives 
Spannungsfeld einen wichtigen beeinflussenden Faktor. Ihre normale Zu- 
sammensetzung gewihrleistet die physiologische Plasmakonstitution, die die 
Zelle fiir die Mitose benétigt. Sie regelt das Diffusionspotential und die La- 
dung der Kolloide, aus welchen sich die Fasern bilden. Die Zelle muf gleich 
nach ihrem Eintreten in die Mitose wieder entquellen, um nicht die Ober- 
flache des Spindelkérpers ihrer adsorptiven Krafte zu entbléfen. Leizten 
Endes ist die Zelloberfliche auch fiir den Beginn der Plasmateilung verant- 
wortlich und Stérungen im kolloidalen Bauplan sowie Ent- und Umladun- 
gen wirken diesem normalen Geschehen entgegen. Nach meinen Unter- 
suchungen wird die Plasmateilung durch Ultrabeschallung in jedem Fail 
unterbunden, da die Grenzschichte, wenn auch die irreversible Phase nicht 
iiberschritten wurde, ihrer normalen Ladungen und Potentiale dadurch be- 
raubt ist, da der Bau einerseits und die Bausteine, die Atome und Molekiile 
andererseits, wie im vorigen Kapitel beschrieben wurde, vollkommen ver- 
aindert sind. Bereits begonnene Einschniirungen bleiben also bestehen, aber 
die Zelle beendet auf keinen Fall ihre normale Mitose. 


Zusammenfassung 


In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflu® der Ultraschallwellen auf 
die Entwicklung der Gewebe sowie auf den Ablauf der Mitose untersucht 
und die Wirkung der Schallenergien auf lebende Zellen nachgewiesen. Es 
ist dadurch méglich, den therapeutischen Anwendungsbereich einzuengen 
und Schidigungen zu vermeiden, die an jedem Gewebe nach verschieden 
langer Beschallungszeit auftreten. Es wird auferdem versucht, den Begriif 
der biologischen Grenzflache genau zu definieren, da gerade an diesen Span- 
nungsfeldern die Ultraschallenergien besonders wirksam sind. 

Im ersten Teil wurden die Eier und Larven der Rana esculenta und der 
Rana temporaria untersucht. Der beschallte Laich wurde einerseits gleich 
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fixiert und geschnitten, andererseits, wenn die Beschallung nicht zum Ab- 
sterben gefiihrt hat, weitergeziichtet, um dadurch Hemmungen, Férderungen 
oder Fehlentwicklungen aufzuzeigen. 

Durch die Ultraschallenergien werden endotherme Vorginge ausgelist, 
welche alle physiologischen Reaktionen steigern, jedoch auch Ent- und Um- 
ladungen zur Folge haben, die in der irreversiblen Phase die sichtbaren Ver- 
anderungen an Zellen und Geweben hervorrufen. Gleiche Krafte sind es 
auch, die an den aktiven Spannungsfeldern bereits vor den sichtbaren Scha- 
digungen die normalen Zellfunktionen stéren und damit die positiven Wir- 
kungen der Schallwellen in Frage stellen. Diese innere Warme ist jedoch 
nicht mefbar und ergibt erst in ihrer Summation jene an beschallten Orga- 
nen und Fliissigkeiten feststellbare Temperatursteigerung. 

Die Makromeren sind besonders empfindlich und bereits nach kurzen Be- 
schallungen irreversibel geschadigt. Weiter entwickeltes Gewebe laft ein 
Quellen der Kerne und anschliefendes Schrumpfen derselben erkennen, wo- 
bei auferdem eine Verklumpung der chromatischen Substanzen deutlich 
sichtbar wird. Im Zytoplasma treten Vakuolen auf, die der Zelle ein schau- 
miges Aussehen verleihen. Die aus beschallten Eiern ausgeschliipften Larven 
sind gréfer als Larven von unbeschalltem Laich, erreichen jedoch keinen 
héheren Entwicklungsgrad. Bereits ausgeschliipfte Larven konnten nur nach 
kurzer Beschallung am Leben erhalten werden. Wahrend der Beschallung 
wurde an den Larven eine gesteigerte Bewegung beobachtet. Fehlbildungen 
oder Hemmungen konnten an keiner Stelle nachgewiesen werden. 

Die Beeinflussung der Mitose durch Ultraschailenergien wurde im zweiten 
Teil an den Eiern des Pferdespulwurmes (Ascaris megalocephala) untersucht 
und es konnten Stérungen samtlicher Teilungsstadien beobachtet werden. 
Die in Mitose-Vorbereitung befindliche Zelle zeigt ebenso wie die bereits in 
Teilung begriffene eine besondere Empfindlichkeit gegeniiber den Schall- 
energien. Nach den Untersuchungen |aftt sich feststellen, da& die Beschallung 
in die wahrend der normalen Mitose notwendige Quellung und Dehydra- 
tation durch Kolloidveranderungen eingreift und dadurch alle Ablaufe stort. 
Die Grenzflachenveranderungen verhindern eine Ausdifferenzierung von 
Spindelfasern bei schon gebildeten Chromosomen und dadurch jede weitere | 
Bewegung. Normale Chromosomen entstehen unter Schalleinwirkung in 
keinem Fall, sondern es treten Verklebungen und Fragmentationen je nach 
Lange der Beschallung ein, die denen nach Roéntgenbeeinflussung ahneln. 
Dehydratationen verhindern durch verinderte Spannungsfelder der Zell- 
oberflachen Zytoplasmateilungen und ergainzen die Befunde, welche an den 
Chromosomen wahrend der Bildung und Teilung erhoben wurden, insofern, 
als klargestellt wird, da durch Ultraschalleinwirkung der normale Ablauf 
der Mitosen verhindert wird. 
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Der Strugger-Effekt an der Nervenzelle 
Von 
K. Zeiger, H. Harders und W. Miiller 
(Aus dem Anatomischen Institut der Universitit Hamburg) 


(Eingelangt am 8. Januar 1951) 


Die von Strugger (1940) eingefiihrte Fluorochromierung mit Akridin- 
orange wird heute als praktisch brauchbare Methode zur Unterscheidung von 
lebendem und totem Protoplasma betrachtet. Nach umfangreichen Unter- 
suchungen an Pflanzenzellen vermag sich lebendes Protoplasma mit diesem 
F'arbstoff nur griin, totes dagegen kupferrot zu fluorochromieren. Strugger 
(1949) fat in Anlehnung an Modellversuche die Speicherung des Akridin- 
orange durch das lebende Protoplasma als Kationenadsorption am Eiweif- 
mizellargeriist auf. Beim Absterben der Zelle soll durch die letale Des- 
organisation der submikroskopischen Feinstruktur das Adsorptionsvermégen 
fiir den Farbstoff um ein Vielfaches gesteigert werden und die dadurch 
bedingte Konzentrationserhéhung auf Grund der Abhangigkeit der Fluo- 
reszenzfarbe des Akridinorange von der Farbstoffkonzentration den charak- 
teristischen Farbumschlag herbeifiihren. Da® neben diesem ,.Konzentrations- 
effekt“ auch spezifische Adsorptionseffekte eine Rolle spielen, vermutet 
Hoéfler (1949). Danach beruht nur die Rot- und Gelbrotfarbung von Zell- 
kernen auf elektroadsorptiver Festlegung des Farbstoffes. Die griine Fluo- 
reszenzfarbung von lebenden und toten Kernen mit Akridinorange wird 
jedoch auf eine chemische Bindung des Farbstoffes, méglicherweise an 
Thymonukleinsduren bzw. Nukleotide im weiteren Sinn, zuriickgefiihrt. 

Uber das Verhalten von Akridinorange an tierischen Zellen liegen bisher - 
nur wenige Erfahrungen vor (Schiimmelfeder, 1949, 1950; Géfner 
1949). Die ungleich gréReren Schwierigkeiten bestehen hier in der fiir solche 
Untersuchungen notwendigen und schadlichen Praparation, in der Erhaltung 
der Lebensfahigkeit der Objekte und in der Ermitilung von brauchbaren 
Vitalitatskriterien. Befunde von Goéfner an fixierten Miauseorganen 
zeigen, daB die Affinitat verschiedener Gewebe zu Akridinorange aufter- 
erdentlich variiert. Manche geben schon bei geringer Farbstoffkonzentration 
und kurzer Farbezeit Rotfluoreszenz; andere zeigen auch nach langer Fiarbe- 
zeit bei hohem Farbstoffangebot nur Griinfluoreszenz. Solche Unterschiede 
werden besonders deutlich, wenn die Paraffinschnitte nach der Farbung mit 
Alkohol differenziert werden. 

Auch wir sind mit G6 Bner der Meinung, daf fiir die Farbstoffaufnahme 
nicht nur die allgemeinen physikalisch-chemischen Verhiiltnisse, also Zu- 
standsinderungen des submikroskopischen Substrates im Sinn einer irre- 
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versiblen Desorganisation von Bedeutung sind, sondern offensichtlich be- 
stimmte chemische Substrate spezifische Adsorptionseffekte vermitteln 
kénnen, welche die fiir die Rotfluoreszenz notwendige Farbstoffanreicherung 
erméglichen. Auf Grund naheliegender Uberlegungen darf vermutet wer- 
den, daft als Speicherstoffe fiir Akridinorange unter anderem auch Nuklein- 
siituren eine bedeutsame Rolle spielen. 

Fiir diese Annahme hat GéRner folgende Tatsachen ins Feld gefiihrt: 

i. Abgetétete Zellen bzw. Zellbestandteile mit hohem Gehalt an Nuklein- 
sauren liefern eine besonders kraftige Rotfluoreszenz. Es sind dies: samt- 
liche Zellkerne sowie das Zytoplasma von Zellen, die reichlich Zytoplasma- 
nukleotide (Ribonukleinsiuren) enthalten, wie im Pankreas, der Leber, der 
Epidermis, in Nervenzellen und in der Schleimhaut des Magendarmkanals. 
Bindegewebe, in dem auch mit anderen Verfahren keine Nukleinsaiuren 
nachweisbar sind, zeigt lediglich Griinfluoreszenz. Bei Hefezellen und Bak- 
terien ist der Nukleinsauregehalt ebenfalls betrachtlich. 

2. Die hemmende Wirkung von Trypaflavin, einem anderen Akridin- 
farbstoff, auf das Wachstum von Bakterium-coli-Kulturen, die durch Zu- 
gabe von Hefenukleinsiure zu dem Medium aufgehoben wird, soll nach 
MecIlwain (1941) auf der Bildung einer Verbindung zwischen dem Farb- 
stoff und den Nukleotiden beruhen. In ahnlicher Weise hat Lettré (1950) 
die Wirkung des Trypaflavins als Mitosegift gedeutet. 

3. Zwischen Akridinorange und Pyronin, das nach der Methode von 
Brachet (1947) zur histochemischen Darstellung von Ribonukleinsduren 
dient, besteht eine weitgehende konstitutionschemische Ahnlichkeit. 

Zum Beweis der Bindung des Akridinorange an Nukleoproteide hat 
CoéBner histochemische Untersuchungen an den Driisenzellen des Pankreas 
angestellt, die sich durch einen besonders hohen Gehalt an zytoplasma- 
tischen Ribonukleotiden auszeichnen. Die elektive Entfernung dieser Stoffe 
aus formol- und nach Carnoy fixierten, rotfluoreszierenden Zellen hebt die 
Rotfluoreszenz auf und hat eine Griinfluoreszenz ahnlich der in lebenden 
Zellen zur Folge. Entsprechende Untersuchungen an anderen Zellen mit 
reichlichem Gehalt an Ribonukleotiden, wie Epidermis-, Leber- und Nerven- 
zellen, ergaben das gleiche. Es ist also bewiesen, daf Akridinorange an 
Nukleotide gebunden wird und die jeweilige Fluoreszenzfarbe von der 
Nukleotidkonzentration in den Substraten abhangt. Ist diese sehr gering 
eder fehlen Nukleotide ganz, so kann es auch bei toten Zellen nur zu einer 
geringen Farbstoffaufnahme und damit nur zur Griinfluoreszenz kommen. 
Diese Ergebnisse sind fiir die Auswertung der Fluorochromierung tierischer 
Zellen und Gewebe mit Akridinorange deshalb von so grofer Bedeutung, 
weil sie Befunde erklaren kénnen, die der bisherigen Erfahrung wider- 
sprechen, und weil sie die Grenze der Anwendungsméglichkeit der Methode 
bei bestimmten Objekten aufzeigen. 

Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, da nach G6Rner Knorpel- 
gewebe und Plasmazellen auch nach Behandlung mit Ribonuklease eine 
starke Rotfluoreszenz beibehalten. Es ist anzunehmen, daf die fiir diese 
Substrate charakteristischen Polyesterschwefelsiuren (Chondroitinschwefel- 
siure, Heparin) den basischen Farbstoff festhalten. Hier zeigt sich nicht nur 
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die Spezifitat der Fermentwirkung, sondern es wird auch die Annahme 
bestitigt, daff sich noch andere saure Substrate fiir die Bindung des Farb- 
stoffes eignen. 

Im folgenden werden einige Beobachtungen iiber das Verhalten von 
Nervenzellen gegeniiber Akridinorange mitgeteilt. Es kam uns darauf an, 
das Verhalten lebender Zellen unter méglichst giinstigen und variierten 
Beobachtungsbedingungen zu ermitteln und die Befunde mit solchen an 
fixierten Schnittpraparaten zu vergleichen. 


Methodik 


Zur vitalen Beobachtung diente das Zeiss’sche Lumineszenzmikroskop 
nach Ellinger-Hirt, als Versuchstier Rana temporaria und Lumbricus 
terrestris L. Zur Narkose wurde die Substanz MS 222 der Firma Sandoz, 
Niirnberg, verwendet. 1cm* einer 0,5%igen wafrigen Lésung in den dor- 
salen Lymphsack injiziert, ergibt bei mittelgrofen Fréschen eine tiefe, 
anhaliende Narkose bei besten Kreislaufverhialtnissen. Leicht reproduzier- 
bare, giinstige Beobachtungsbedingungen finden sich an vegetativen Nerven- 
zellen in Grenzstrangganglien und Nerven der Froschlunge. Durch ihre 
relative Gréfe sind besonders geeignet die Ganglien VI, IX und X. Sie 
kénnen nach transperitonealer Freilegung und geeigneter Lagerung des 
Versuchstieres ohne jede mechanische Alteration stundenlang in situ beob- 
achtet werden. Die Froschlunge entfaltet sich bei guter Luftfiillung geniigend 
weit und unter einwandfreiem Kreislauf aus einer entsprechend angelegten 
Laparatomieéffnung. Das Gesichtsfeld soll einen der drei Arterienstamme 
enthalten, am zweckmafigsten den Ramus medialis oder lateralis der Art. 
pulmonalis, weil mit diesen Gefaffen die grofen ganglienzellhaltigen 
Nervenstamme verlaufen. Zur Untersuchung der Zerebralganglien wird ein 
Regenwurm auf einem Korkstiick fixiert. Unter einer binokularen Lupe 
werden nach Durchschneidung des Hautmuskelschlauches von dorsal die 
Ganglien freigelegt, mit einer Pinzettenschere in einem Schnitt die Kalotten 
beider Ganglien abgetrennt und die frischen Schnittflachen angefarbt. 

Um ein geniigend hohes Farbstoffangebot zu erzielen, wurde Akridin- 
orange in physiologischer NaCl- oder Ringer-Liésung 1 : 5000 bis 1 : 10000 
vom Immersionsobjektiv her unmittelbar auf das lebende Organ aufge- 
bracht, also durch Kapillaritat zwischen Frontlinse und Objekt angeboten 
und dauernd durch langsames Nachfliefen ergainzt. Das Verfahren ergibt 
eine sehr gleichmafige, lokal begrenzte Anfarbung. Die Farbedauer laft 
sich genau bestimmen, die Anfarbung jederzeit unterbrechen und durch 
laufende Spiilung mit physiologischen Salzlésungen auch wieder riickgiangig 
machen. Auf diese Weise ist es méglich, die Farbungseffekte von ihrem 
fiiihesten Beginn iiber ihren Héhepunkt bis zum restlosen Abklingen des 
Leuchtbildes bei fortlaufender Spiilung zu konirollieren. Dabei kann der 
Grad der Reversibilitat der Farbstoffspeicherung gepriift werden. 

Zur Untersuchung von Schnittpriparaten diente das Zeiss’sche Lumi- 
neszenzmikroskop fiir Durchlicht. Grenzstrangganglien vom Frosch und 
Kleinhirn der Maus wurden in 96% Alkohol fixiert. Paraffinschnitie 5 y, 
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Farbung mit Akridinorange 1: 5000 in Aq. bidest. 6 Min., Differenzierung 
in Alkohol 96% 2 sec., getrocknet mit Filterpapier, eingedeckt in Aq. dest. 
Euphos-Deckglas. Lichtfilter: BG 3/2,5, Okularsperrfilter GG 11/3. Zur Ent- 
fernung der Ribonukleinséuren wurden Schnitte nach Entparaffinierung 
35—50 Min. bei 56° C mit kristallisierter Ribonuklease nach K unitz in einer 
Konzentration von 0,5 mg/%*, gelést in Veronal-Acetatpuffer von p, 6,8, 
behandelt. Kontrollen in Aq. dest. unter sonst gleichen Bedingungen. 


Befunde 


Unter den gegebenen Versuchsbedingungen zeigen Nervenzellen der 
Froschlunge 10—15 Min. nach Anfarbung mit Akridinorange 1 : 5000 bis 
1: 10000 in 0,65% NaCl-Lésung von p, 6,3 den Héhepunkt farberischer 
Pragnanz. Bei Beginn der Spiilung findet sich im Zellkérper, dessen Fort- 
saitze nicht erkennbar sind, eine grofe, kreisrunde, vielfach exzentrisch 
gelegene Kernblase mit gelblich fluoreszierender granularer Chromatin- 
struktur und scharf konturierten, leuchtend gelben Nukleolen. Auch die 
Kerne des Hiillplasmodiums treten pragnant hervor, wahrend seine zyto- 
plasmatischen Anieile nicht auszumachen sind. Vielfach erscheint das 
Zytoplasma der Ganglienzelle in eine schmale Aufen- und eine breitere 
Innenzone gegliedert. Die Aufenzone leuchtet homogen dunkelgriin. Neuro- 
fibrillen sind hier nicht erkennbar. In der Innenzone leuchten zahlreiche 
feine, unterschiedlich grofe, teils kérnig, teils kantig geformte Gebilde in 
kupferroter Fluoreszenz. Sie liegen ziemlich dicht, chne daf eine Haufung 
an bestimmten Stellen auszumachen wire. Neurofibrillen sind auch hier 
nicht nachweisbar. Noch feinere, kupferrot leuchtende Partikel finden sich 
auch entlang benachbarter Nervenfasern, besondern regelmafig an den 
Polen der Schwannschen Kerne und mitunter perlschnurartig aufgereiht in 
der Schwannschen Scheide markhaltiger Nervenfasern, die neben marklosen 
in den Lungennerven des Frosches vorkommen. Dieses Zustandsbild einer 
fortgeschrittenen Vitalfluorochromierung wurde in zahlreichen, vielfach 
variierten Befunden immer wieder beobachtet. Varianten ergaben sich hin- 
sichtlich der Differenzierungsgrade von Auffen- und Innenzone sowie der 
Rotintensitaét der intraplasmatischen Granula. 

In Grenzstrangganglien des Frosches konnte der gesamte Fiar- 
bungsablauf fortlaufend beobachtet werden. Vor der Farbung heben sich 
die Nervenzellkérner als rundliche, optisch leere Felder gegen die dunklen 
Umrahmungen der hier ungemein zahlreichen Pigmentzellen ab. Primiare 
Fluoreszenzerscheinungen waren mit dem uns zur Verfiigung stehenden 
Geriat nicht nachweisbar. Bald nach dem Farbangebot treten an der Peri- 
pherie der Ganglienzellen die intensiv gelb leuchtenden Kerne des Hiill- 
plasmodiums hervor. Die Diffusionsfront des Farbstoffes kann nur durch 
diese plasmatische Hiille zum Nervenzellkérper vordringen. Zuniachst leuch- 
tet der Bereich der Nervenzelle gleichmafig gelbgriin. [hr Zellkern ist noch 


1 Das Fermenipraiparat wurde uns von Herrn Doz. Dr. Th. Biicher (Physiol.- 
Chem. Inst. d. Univ. Hamburg) zur Verfiigung gestellt, wofiir ihm an dieser Stelle 
verbindlichst gedankt sei. 
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nicht klar erkennbar, offenbar, weil die Kernblase zuletzt vom Farbstoff 
erreicht wird und méglicherweise Permeabilitatsschranken der Kern- 
membran iiberwunden werden miissen. Wenig spiter, aber vor dem Auf- 
leuchten des Zellkerns, tritt eine orange fluoreszierende Granula im Bereich 
des Zytoplasmas in Erscheinung, ohne dafi eine Gliederung in Aufen- und 
Innenzone sich einstellte. Ungefahr 10 Min. nach Abschluf der Farbein- 
wirkung leuchtet bei fortwahrender Spiilung der Zellkern griin und dann 
gelbgriin auf. Eine Chromatinstruktur wird nicht deutlich. Die Nukleolen 
leuchten intensiv hellgelb. Erst jetzt gliedert sich bei anhaltender Spiilung 
das Zytoplasma mehr oder weniger in eine homogen griinliche Aufenzone, 
in der keine Neurofibrillen zu beobachten sind, und in eine Innenzone mit 
dicht gehiuften, orange bis kupferrot leuchtenden Granula. Eine halbe 
Stunde nach Einsetzen der Spiilung sind die Kerne des Hiillplasmodiums 
nicht mehr sichtbar, die der Nervenzellen deutlich blasser griin, die Nukleo- 
len noch gelblich. Im Zytoplasma ist jetzt die Kérnelung verschwunden. Es 
leuchtet homogen gelbgriin, noch spiter dunkelgriin. Eine Stunde nach 
Beginn der Spiilung, die offensichtlich den Farbstoff entfernt hat, bietet sich 
ein Bild, das véllig dem des ungefarbten Ausgangszustandes entspricht. Der 
Vorgang laft sich am gleichen Objeki in geeigneten Zeitabstainden mehr- 
fach wiederholen. 

Benetzt man die Sdhnittflachen von Zerebralganglien des Regen- 
wurms 3 Min. lang mit einer Akridinorange-Lésung 1 : 5000, so treten die 
charakteristischen Zelltypen des Organs unmittelbar in Erscheinung. Es 
finden sich sowohl Zellen mit Zeichen maximaler letaler Desorganisation 
als auch solche im strukturdynamischen Zustand voller oder beschrankter 
Lebensaktivitat, wenn hier die Formulierung Struggers (1949) gebraucht 
werden darf. Irreversibel geschadigte, nahe oder in der Schnittebene 
gelegene und deshalb mechanisch alterierte oder unmittelbar verletzte, also 
tote Zellen leuchten sofort in allen Teilen einschlieBlich des Zellkerns 
gleiftend kupferrot auf. [hr Kern zeigt eine grobschollige Chromatinstruktur 
und eine derbe Kernmembran, wie sie bei ungeschadigten Zellen niemals 
beobachtet wird. Das Zyioplasma ist nicht deutlich in Zonen gegliedert, 
weist aber besonders in Kernnihe grébere kupferrot leuchtende Partikel — 
bei einer im iibrigen diffusen, matten Rotfluoreszenz auf. Dieser Farbungs- 
effekt bleibt bezeichnenderweise auch bei stundenlanger Spiilung konstant. 
Er ist also innerhalb gewisser Grenzen irreversibel. Demgegeniiber zeigen 
nicht oder kaum geschidigte Zellen ein Bild, das den Befunden beim Frosch 
entspricht. Es muf dahingestellt bleiben, ob das Fehlen einer Zonen- 
gliederung mit der gréferen Entfernung dieser Zellen von der Benetzungs- 
flaiche und der damit verbundenen Erschwerung der Farbstoffdiffusion und 
Beobachtung zusammenhiangt. Einzelne Zellen zeigen immer eine gleich- 
mafig orange leuchtende Granula im Zytoplasma. Diese Bilder sind im 
Gegensatz zu solchen letal geschadigter Zellen durch Spiilung mit physio- 
logischen Lésungen reversibel. 

Die Farbungen alkoholfixierter Schnittpraparate von Grenzstranggang- 
lien des Frosches und vom Kleinhirn der Maus ergeben ohne Ferment- 
behandlung eine orange bis kupferrot leuchtende Fluoreszenz im Zyto- 
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plasma. In den Grenzstrangzellen ist die kupferrote Fluoreszenz kriaftiger 
als in den Purkinjeschen Zellen der Kleinhirnrinde. Nach Ferméntbehand- 
lung ist diese Fluoreszenz verschwunden. Das Zytoplasma leuchtet dann 
schwach gelbgriin oder griin. 


Diskussion 


Wie eine eingehende Priifung gezeigt hat, bestehen keine Anhaltspunkte 
dafiir, daft die intensive intravitale Speicherung von Akridinorange in oder 
an bestimmten Zellorganellen im Zytoplasma der Nervenzellen erfolgt, 
Eine elektive Anreicherung des Farbstoffes durch Golgi-Kérper, Mitochon- 
drien oder Lipofuscingranula war nicht nachweisbar. Die gelborange oder 
rot fluoreszierenden Speicherorte im Zytoplasma konnten nicht mit diesen 
Organellen zur Deckung gebracht werden. Auch die Struktur der iiber- 
lebenden Nervenzellen lieferte keine Anhaltspunkte fiir die Lokalisation 
der Speicherorte (Zeiger und Harders, 1951). Es ist also anzunehmen, 
daB die Speichersubstanz iiber ausgedehnte Areale des Zytoplasmas veriteilt 
ist. Da sie nach den Ergebnissen der Fermentversuche mit Orten starkster 
Konzentration von Ribonukleinséuren zusammenfallt, weist das Speicher- 
bild eine gewisse Ahnlichkeit mit Bildern auf, wie sie von Hydén (1944) 
nach Aufnahmen im ultravioletten Licht bei dem fiir Ribonukleotide spezi- 
fischen Absorptionsmaximum gewonnen wurden. Es ist bezeichnend, daf 
die Gruppierung dieser nukleinsaéurereichen Zytoplasmabezirke und die An- 
ordnung der Nissl-Substanz sich annahernd decken. 

In unseren Versuchen wurde Akridinorange zwar in einer isotonischen, 
aber nicht in einer gepufferten Salzlisung angeboten, wie dies zur Fest- 
stellung der p,-Abhingigkeit der Fluorochromierung mit Akridinorange 
und der Schwellenwerte fiir die Anfairbung bestimmter Zellelemente not- 
wendig ist. Im Gegensatz zu Versuchen von Schiimmelfeder (1950) an 
Herzmuskelfasern, Bindegewebs-, Endothel- und Karzinomzellen geschah 
dies aus der Uberlegung heraus, daf gepufferte Farblésungen bestimmier 
Py-Bereiche nichi gleichgiiltig fiir das lebende Substrat sind. Sie kénnen 
das Fermentsystem der Zellen beeinflussen. Auch treten dabei unter be- 
stimmten Bedingungen reversible oder gar irreversible Strukturverainderun- 
gen in der Zelle, vor allem am Zellkern auf (Zeiger, 1938). Es kam uns 
darauf an, solche Wirkungen méglichst zu vermeiden. 

Nach Modellversuchen von K 61] bel (1947) ist zu vermuten, daf Akridin- 
orange, das als kathodisches Fluorochrom, in schwach saurer wafriger Lésung 
weitgehend dissoziiert, von Plasmaproteinen auf elektrostatischhem Weg ge- 
bunden wird, und daft die Speicherung zwischen p,-5,0—8,0 eintreten mufi. 
Diese Bedingungen waren nach dem Ergebnis von Kontrollmessungen in 
unseren Versuchen erfiillt. Wie die fortlaufende Beobachtung zeigt, diffun- 
diert der Farbstoff durch das Hiillplasmodium und wird dort nur in den 
Zellkernen, und zwar von dem thymonukleinséurehaltigen Chromatin, aber 
nicht im Kernsaft gespeichert. Im Zytoplasma der Nervenzelle tritt eine 
intensive, auf bestimmte Plasmabezirke beschrankte Speicherung schon zu 
emem Zeitpunkt auf, in dem noch kein differenziertes Strukturbild des 
Zellkerns sichtbar ist. Setzt zu dieser Zeit das Farbstoffangebot aus und die 








82 K. Zeiger, H. Harders und W. Miiller 


Spiilung ein, die ein riicklaufiges Diffusionsgefille erzeugt, so bleibt die An- 
farbung der Chromatinanteile aus. Wenig spater erreicht die Speicherung 
im Zytoplasma ihren Héhepunkt, wie der Ubergang der gelben Granula- 
farbung in orange oder rot geténte Fluoreszenzfarben beweist. 

Die fortschreitende Entfarbung der Zellbestandteile erfolgt in der 
gleichen Reihenfolge wie ihre Anfarbung. Die Bindung des Farbstoffes kann 
also unter bestimmten Bedingungen riickgangig gemacht werden. Diese Er- 
scheinung darf als Adsorptionsverdrangung durch stark dissoziierte Neutral- 
salzlésungen aufgefaft werden (Héfler und Mitarbeiter, 1949). Das Auf- 
treten einer zytoplasmatischen Innen- und Auffenzone und die Varianten 
ihres Differenzierungsgrades sind ebenfalls eine Folge des je nach der Inten- 
sitat der Spiilung verschieden starken Diffusionsgefilles. 

Da® es sich bei unseren Versuchen um intravitale Fluorochromierung 
handelt, dafiir spricht, da der Vorgang der Farbspeicherung innerhalb be- 
stimmter Grenzen reversibel ist und an Objekten, die ohne mechanische 
Schadigung in ihrem natiirlichhen Zusammenhang bei einwandfreiem Kreis- 
lauf beobachtet werden kénnen, sich wiederholt zum Ablauf bringen JaBt. 
Absterbende oder tote Nervenzellen farben sich hingegen unmittelbar und 
intensiv bis zur Rotfluoreszenz aller Teile, wihrend lebende Zellen Akridin- 
crange zundchst nur zégernd aufnehmen. Die Speicherung in letal geschidig- 
ten Zellen ist innerhalb bestimmter Beobachtungszeiten irreversibel gegen- 
iiber einer Behandlung mit physiologischen Lisungen. Ist geniigend Zeit 
zur Auswirkung autolytischer Vorgange vorhanden, so kénnen die Zellen 
die beim Absierben angenommene Rotfluoreszenz wieder verlieren und nach 
Krebs (1947) in einem ,,Umkehreffekt“ zu einer allerdings permanenten 
Griinfluoreszenz zuriickkehren. Nach Eintritt des Zelltodes liegt also eine 
sehr viel festere, méglicherweise chemische Bindungsform des Farbstoffes 
vor. Sie wird erst nach einer fortgeschrittenen autolytischen Lockerung des 
submikroskopischen Gefiiges, wenn auch nicht voéllig, aufgehoben. 

Intensitat und Dauer der Ultraviolettbestrahlung beeinflufen auch bei 
stirkster Einschrankung der Beleuchtungszeiten den Ablauf der Speiche- 
rung. Schon van Herwerden (1929) hat an Epidermiszellen lebender 
Froschlarven nachweisen kénnen, daft die Durchlassigkeit der Plasma- . 
grenzschicht zwischen Aufenmedium und Zellkern vom Grad der natiir- 
lichen Belichtung abhangt, und daft als Nachwirkung einer Ultraviolett- 
bestrahlung eine bedeutende Permeabilititssteigerung eintritt, also eine 
tiefer greifende, wenn auch bei geeigneter Dosierung noch reversible Ande- 
rung der submikroskopischen Feinstruktur statthaben muf. So wird es 
auch verstiandlich, daf bei fortlaufend hohem Farbstoffangebot und an- 
haltender Ultraviolettbestrahlung Uberginge bis zum voll ausgepragten 
Bild letaler Schadigung beobachtet werden. Als typische morphologische 
Kennzeichen des eingetretenen Zelltodes lassen sich ,,irreversible Ent- 
mischungsvorgiinge’ im Kernraum mit Auftreten grofer Chromatinschollen 
und Vergréberung der Kernmembran feststellen. Es ist also bei einiger 
Ubung méglich, den noch lebenden Zustand von dem letalen zu unter- 
scheiden. 

Unsere Beobachtungen zeigen, daft Orie stairkster Farbstoffspeicherung 
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im Zytoplasma von Nervenzellen mit Orten stirkster Konzentration von 
Ribonukleinsiuren zusammenfallen. Es ist anzunehmen, daft die Ultra- 
violettstrahlung die Freilegung solcher Gruppen aus ihrer Bindung mit 
Proteinen und anderen Plasmabausteinen begiinstigt. Das geht schon dar- 
aus hervor, daf mit zunehmender Strahlendosis eine Verschiebung der 
griinen oder gelbgriinen Fluoreszenznuancen eines bestimmten Speiche- 
rungsbildes nach Gelb und Orange eintritt. Erhéhung der Strahlendosis 
fiihrt also zu einer fortschreitenden Freilegung saurer Gruppen. So kann 
es in bestimmten Typen von Nervenzellen, die sich gegeniiber anderen 
durch einen relativ hohen Gehalt an Nukleinséuren im Zytcplasma aus- 
zeichnen, noch intravital zu einer Farbstoffspeicherung bis zur Rotfluoreszenz 
der betreffenden Zellorte kommen. Doch diirfte dies eine Ausnahme sein, 
da bei anderen Nervenzellarten solch extreme Speicherungsgrade in vivo 
nicht mehr erreicht werden. Bekanntlich unterscheiden sich auch die Nissl- 
Bilder verschiedener Zelltypen betrachtlich. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine Methode angegeben, die eine lokale Fluorochromierung 
von Nervenzellen in vivo et in situ und die Priifung der Reversibilitat 
der Farbstoffspeicherung gestattet. 

2. Der intravitale Farbungsablauf mit Akridinorange an vegetativen 
Nervenzellen von Lunge und Grenzstrangganglien des Frosches sowie an 
Zellen vom Zerebralganglion des Regenwurmes wird genauer beschrieben. 

3. Auf dem Héhepunkt der Speicherung wird dieser Farbstoff bevor- 
zugt an ribonukleotidhaltigen Orten im Zytoplasma, und zwar reversibel, 
gespeichert. Die Speicherorte decken sich nicht mit typischen Zellorganellen, 
sondern entsprechen annihernd dem Nissl-Bild. 

4. Im vitalen Zustand la®t sich die Fluorochromierung mit Akridin- 
crange durch Behandlung mit physiologischen Salzlésungen riickgingig 
machen. Die Speicherung letal geschadigter oder toter Zellen verhilt sich 
innerhalb bestimmter Beobachtungszeiten irreversibel gegeniiber adsorp- 
tionsverdrangenden Salzlésungen. 

5. Intensitat und Dauer der Ultraviolettbestrahlung beeinflu@t den 
Speicherungsvorgang. Sic begiinstigt die Freilegung von Nukleotiden aus 
ihrer Bindung an Proteine und andere Bestandteile des Plasmas. 
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Beitriige zur Vitalfirbung pflanzlicher Zellen 
Von 
Horst Drawert 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Botanik der Universitit Jena) 


Mit 4 Textabbildungen 
(Eingelangt am 7. November 1950) 


In friiheren Arbeiten (Drawert, 1938—1948) konnten auf Grund der 
vorhandenen Literatur und eigener Untersuchungen fiir eine Anzahl basi- 
scher und saurer Farbstoffe die inneren und auBeren Bedingungen fiir ihre 
Aufnahme, Verteilung und Speicherung in der lebenden Zelle geklart 
werden. Als ausschlaggebend stellten sich folgende Faktoren heraus: 

1. Der grote Einflu@ der Wasserstoffionenkonzentration (c,,) der Farb- 
stofflésnng auf die Aufnahme ist auf die elektrolytischen und hydrolyti- 
schen Dissoziationsverhiltnisse des Farbstoffes, die von der c, abhangen, 
zuriickzufiihren. 

2. Der Verteilungskoeffizient des Farbstoffes zwischen einer wasserigen 
Phase und einer hydrophoben Phase, d. h. seine Léslichkeit in hydrophoben 
Lésungsmitteln erwies sich fiir die Verteilung des Farbstoffes auf die ein- 
zelnen Zellbestandteile von Bedeutung. Da sich die Ionen und die Molekiile 
des Farbsalzes sowie die Molekiile der Farbbase bzw. Farbsaure in ihren 
hydrophilen und lipophilen Eigenschaften stark voneinander unterscheiden, 
ist auch fiir diesen Vorgang die c, der Farblésung aber auch das Vorhanden- 
sein von freien Sauren oder Basen in der lipophilen Phase von grofem 
Einfluf. 

3. Die Ladung des Farbions, ob es also als Kation oder Anion vorliegt, 
d. h. ob es sich um einen basischen oder sauren Farbstoff handelt, kann iiber 
Aufnahme oder Nichtaufnahme mit entscheidend sein. 

4. Die GréRe der Farbstoffteilchen bestimmt von einem gewissen Durch- 
messer ab nach dem Ulirafilterprinzip Ruhlands die Permeationsfihigkeit. 

Neben diesen Faktoren, die von der physikochemischen Struktur des 
Farbstoffes und seines Lisungsmittels abhangen, sind aber auch noch die 
physiologischen Eigenschaften der Zelle, mit denen sich die folgenden Punkte 
befassen, fiir Aufnahme oder Nichtaufnahme, Verteilung und Speicherung 
mit entscheidend. 

5. Entsprechend Punkt 4 kann die Porenweite des Plasmas oder der 
Plasmagrenzflachen eine Aufnahme verhindern. 

6. Der Gehalt des Plasmas an Lipoiden scheint fiir die Verteilung des 
Farbstoffes in der Zelle von Bedeutung zu sein. 
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7. Der Gehalit des Zellsaftes an Substanzen, die mit dem Farbstoff reagie- 
ren und ihn in eine unlésliche Verbindung iiberfiihren, sind ein wichtiger 
Faktor fiir die Speicherung. So werden die basischen Farbstoffe durch 
Gerbstoffe in manchen Zellen stark angereichert. 

8. Die c¢, des Zellsafies scheint eine nicht zu unterschiitzende Bedeutung 
fiir die Aufnahme, Verteilung und Speicherung vor allem der basischen 
Farbstoffe in der Zelle zuzukommen (vgl. Drawert 1948, S. 113, Abb. 1). 
Wie kann sich die c, des Zellsaftes auswirken? 


a) Eine Impermeabilitat oder auch nur geringe Permeabilitit des Plasmas 
fiir lonen vorausgesetzt, wird im Sinne Osterhouts und Irwins zu einer 
Aufnahme und Speicherung basischer Farbstoffe im Zellsaft fiihren, wenn 
die ¢, des Zellsaftes héher ist als die des Aufenmediums. Der Zellsaft wirkt 
als ,,lonenfalle“ (Héfler, 1947). Im umgekehrten Verhiltnis der c, aufen/ 
innen kann bei starkerer Dissoziation des Farbstoffes eine sichtbare Spei- 
cherung und damit starkere Aufnahme ausbleiben, da der Farbstoff nur bis 
zu einem Gleichgewicht der Molekiile aufen/innen eindringt und so die 
Innenkonzentration immer unter der Auftenkonzentration des Farbstoffes 
bleibt. Fiir saure Farbstoffe gilt natiirlich sinngemaf dasselbe bei entgegen- 
gesetzten c,-Gefallen. 

b) Das c,-Verhalinis aufen/innen muf ein elektrisches Potentialgefialle 
bedingen, dessen Richtung fiir die Aufnahme von [onen eine Rolle spielen 
kann. 

c) Liegt das c,-Verhiltnis aufen/innen so, daf der Farbstoff weder 
im Aufenmedium noch im Zellsaft starker dissoziiert ist, dann speichert das 
Plasma basische und saure Farbstoffe, wahrscheinlich in einer lipoiden 
Phase, wenn der Verteilungskoeffizient fiir die hydrophile/lipophile Phase 
zugunsten der lipophilen liegt. 

d) Die c, des Zellsaftes bestimmt die Ladung der Zellsaftkolloide und 
auch der Lipoide etwa von der Art des Lezithins und damit die Adsorption 
der Farbstoffe an dieselben. Die Speicherung wird um so stirker sein, je 
weiter die c, des Zellsaftes vom Isoelektrischen Punkt (IEP.) der Zellsaft- 
kolloide entfernt ist, und zwar fiir die basischen Farbstoffe nach der alkali- 
schen und fiir die sauren Farbstoffe nach der sauren Seite hin (vgl. Bethe, - 
1950). 

9. Die Speicherung im Zellsaft wird nach Punkt 8d, also um so héher 
sein, je mehr Kolloide und Lipoide der Zellsaft fiihrt. Héfler (1947) pragte 
den sehr plastischen Ausdruck ,,volle Zellsafte*, den ich fiir diese kolloid- 
reichen Zellsafte iibernehmen miéchte, obgleich Héfler unter diesem Begriff 
wohl mehr Zellsafte mit einer Léslichkeitsspeicherung unter gleichzeitiger 
chemischer Bindung des endosmierenden Farbstoffes versteht. Aber in der 
modernen Chemie verschwindet die Grenze zwischen chemischer und adsorp- 
tiver Bindung immer mehr (vgl. Bersin, 1946). 

10. Fiir die Verteilung des Farbstoffes auf die einzelnen Zellbestandteile 
kommt auch der Zellwand als .,.Kationenfanger~ eine Bedeutung zu. Da sie 
vorwiegend aus Zellulose besteht, ist sie bis stark in den sauren Bereich 
hinein, bis zu ihrem IEP., negativ geladen. . 
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Johannes legt allerdings der Zellwand fiir die Nichtaufnahme basischer Farb- 
stoffe im stark sauren Gebiet eine zu grofe Bedeutung bei, wenn er sdtreibt (1950, 
S. 34): ,,Unterhalb des isoelektrischhen Punktes (IEP.) der meisten Zellulosemem- 
branen, der etwa zwischen Py =3 und 3,5 liegt, tritt mit basischen Farben keine 
Farbung ein. Die Membranen sind positiv geladen und nicht in der Lage, die eben- 
falls positiven Ionen (Kationen) des Farbstoffes in irgendeiner Form festzuhalten. 
Durch die im Gegenteil eintretende Abstofung der gleichnamigen Ladungen 
wirkten die Membranen als hermetische Sperren, und auch das Innere der Zelle 
kann basische Farben unterhalb des IEP.s der Zellmembranen nicht aufnehmen.“ 
Diese von Johannes angenommene Sperrwirkung der Membran trifft nicht zu; 
denn an gerbstoffhaltigen Zellen konnte ich zeigen (Drawert, 1940), da auch 
noch um p, 2 — also unterhalb des IEP. der Zellwiinde — in den absterbenden 
Zellen basische Farbstoffe im Zellinnern stark gespeichert werden. Aufferdem durch- 
wandern auch die negativen Saurefarbstoffe die negativ geladenen Zellwande der 
Blumenblattzellen und werden vom Zellsaft gespeichert (Drawert, 1941). Hier 
miifRte aber nach der Auffassung von Johannes die Membran ebenso als Sperre 
auftreten. 

Héfler (1946) wendet sich mit einiger Berechtigung dagegen, den Begriff des 
isoelektrischen Punktes auch auf die Zellulocemembran anzuwenden. Bei der ersten 
Ubertragung des Begriffes IEP. auf die Zellwand habe ich aber bereits darauf hin- 
gewiesen, daft es sich bei den normalen Zellwanden wohl kaum um reine Zellulose 
handelt, sondern daf ihre Ladung von eingelagerten Ampholyten mit bestimmt 
wird. Ich schrieb wortlich (Drawert 1937 a, S. 95): ,,.Es sei mir gestattet, auch bei 
der ausgewachsenen Zellwand von einem JEP. zu reden,'trotzdem wir hier ja, wie 
ich schon oben ausfiihrte, in der Hauptsache Kohlehydrate und nur wenige Ampholyte 
vor uns haben. Die Zellwand der Zwiebelepidermis ‘zeigt schon bei P,3 keine 
elektrische Ladung mehr, entspricht also bei dieser c,, in ihrem elektrischen Zustand 
dem IEP. eines reinen Ampholyten. Zumal auch der Unterschied in der Lage des 
Entladungspunktes bei den verschiedenen Zellwanden mit dem mehr oder weniger 
starken Gehalt an Eiweiftstoffen zusammenhiangen diirfte... Im allgemeinen ist 
zwar an den Zellwanden nur eine Entladung und keine Umladung zu beobachten, 
diese tritt aber bei jungen Zellwanden und auch nach Anwendung bestimmter 
Fixierungsmittel auf (s. Drawert 1937 a, S. 106, Abb. 2), so da ich glaube, auch 
bei der Zellwand den Begriff IEP. beibehalten zu kénnen. 


11. Da der physiologische Zustand der Zellen fiir die Aufnahme, Ver- 
teilung und Speicherung eines Farbstoffes von Bedeutung ist, kommt noch 
einem weiteren Faktor der Zelle bei diesem Vorgang eine Rolle zu, der 
Atmung und damit auch allen Aufenfaktoren die die Atmung beeinflussen. 
Es fragt sich allerdings sehr, ob die Atmung als ,,energetischer Prozef* in 
dem Sinne einer ,,physiologischen Permeabilitat™ nach Hib er (1926), einer 
,adenoiden Tatigkeit’ nach Collander und Holmstrém (1937) oder 
einer ,,Anionenatmung’ nach Lundegardh (1940) in den Ablauf eingreift 
oder mehr als ,,Stoffwechselvorgang’, ,,d. h. nicht die bei der Atmung frei 
werdende Energie gibt den Ausschlag, sondern die im Stoffwechselvorgang 

. entstehenden Zwischen-, Neben- oder auch Endprodukte sind maft- 
gebend“, in dem sie eine positive oder negative Speicherung und damit 
Aufnahme oder Nichtaufnahme der Farbstoffe bedingen (Drawert 1941, 
S. 59). 

Der Permeabilitat des Plasmas kommt bei der Farbstoffaufnahme im 
allgemeinen nicht die vorherrschende Rolle zu, die man ihr — von wenigen 
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Ausnahmen abgesehen — bisher zugeschrieben hat. Ich stimme véllig Bethe 
zu, wenn er schreibt (1950, S. 182): ,,Sicher spielt die Plasmahaut im Leben 
der Zellen eine wichtige Rolle, aber iiber die Verteilung einer permeablen 
Substanz zwischen Innen und Aufen entscheidet in héherem Maf das Zell- 
innere’, und ich méchte noch erganzen, nicht nur iiber die Verteilung, 


sondern auch iiber die Aufnahmegeschwindigkeit. 

Wie neben der Permeabilitat die Speicherverhaltnisse im Zellinnern fiir 
die Stoffaufnahme von ausschlaggebender Bedeutung sein kénnen, und so 
unter Umstianden vollig unzutreffende Permeabilitatsverhaltnisse vorge- 
tiuscht werden, geht aus folgender Uberlegung hervor. Angenommen, das 
Plasma ist fiir Ionen impermeabel, dann wird bei einem starker dissoziier- 
ten Farbstoff — z. B. einem Sulfosiurefarbstoff — nur das Molekiil ein- 
dringen, und zwar — keine Dissoziation der Farbstoffmolekiile im Zell- 
innern vorausgesetzt — so lange, bis auffen und innen die gleiche Molekiil- 
konzeniration herrscht. Entsprechend den weiter oben unter Punkt 8a 
gemachten Ausfiihrungen wird es bei starker Dissoziation des Farbstoffes 
in der Aufenlésung nie zu einem Konzentrationsausgleich der gesamten 
Farbstoffmenge kommen. Die Farbstoffkonzentration im Zellinnern bleibt, 
wie Collander (1921) z. B. fiir die Sulfosdurefarbstoffe angibt, 8 bis 
160mal kleiner als die des Aufenmediums. Zerfallt das aufgenommene 
Molekiil aber im Zellinnern in seine Ionen und ist der Zellsaft reich an 
adsorbierenden Kolloiden, so wird der Farbstoff im Zellinnern gespeichert. 
Es tritt dabei unter Umstanden nicht nur ein Konzentrationsausgleich 
aufen/innen, sondern sogar eine Konzentrationsverschiebung zugunsten der 
Zelle ein. So ist nach Collander und Mitarb. (1943) nach einer Uber- 
tragung von Auffenepidermiszellen der Zwiebelschuppen von Allium cepa 
in eine Neutralrotlésung in 10 Minuten die Farbstoffkonzentration in der 
Zelle 300mal hoher als in der AuRenlésung. Es wire nun falsch, aus einem 
Vergleich der beiden Typen — bei Verwendung des gleichen Farbstoffes — 
auf eine gréfere Permeabilitat des Plasmas im zweiten Beispiel zu schlie8en 
— wie bisher allgemein geschehen. Das Plasma kann hier genau so imper- 
meabel fiir Jonen sein und auch die gleiche Permeabilitat fiir die Molekiile 
besitzen wie im ersten Beispiel; die starke Speicherung taiuscht nur eine 
héhere Permeabilitat vor. Wir haben hier eine gréSere Aufnahmefihigkeit 
und wohl auch eine gréRere Aufnahmegeschwindigkeit im zweiten Beispiel 
bei gleichen Permeabilitatsverhaltnissen. 


Wenn ich auch mit der Auffassung Bethes iiber die Rolle der Permeabili- 
tat fiir die Stoffaufnahme iibereinstimme, so ist doch meine Auffassung von 
der Bedeutung der c, des Zellinnern der Meinung Bethes entgegengesetzt. 
Nach Bethe (1922, 1950) erhéht saure Reaktion im Zellinnern die 
Speicherungsfiahigkeit fiir saure Farbstoffe und setzt die Farbbarkeit durch 
basische Farbstoffe herab, und neutrale oder alkalische Reaktion bewirkt 
das Gegenteil. Nach meinen Befunden erhéht aber saure Reaktion des Zell- 
saftes gerade die Speicherfahigkeit fiir basische Farbstoffe (Drawert. 
1937b, 1940, 1948). Eine der Grundlagen der Reaktionstheorie Bethes 
sind die Ergebnisse seines Schiilers Rohde (1917). Doch sind die von Rohde 
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an Pflanzenzellen erzielten Befunde nicht unwidersprochen geblieben (Col- 
lander, 1921; v. Méllendorf, 1925; Drawert, 1941). 

Andererseits besteht aber die grofe Schwierigkeit der p,-Bestimmung 
im Zellinnern, bei der Pflanzenzelle vorwiegend des Zellsaftes. p,,-Bestim- 
mungen an Prefisiften erfassen — von grofizelligen Algen abgesehen — 
nie den py des Zellsaftes einer Zelle, sondern immer ganzer Zellkomplexe. 
Wie unterschiedlich aber der p, in den einzelnen nebeneinanderliegenden 
Zellen sein kann, kénnen wir aus Vitalfarbungsversuchen mit Neutralrot 
an den Schuppenblittern der Zwiebeln von Allium cepa schlieRen. Dazu 
kommt die Ungewifheit, ob der py des Preftsaftes wirklich dem p, des Zell- 
saftes der lebenden Zelle entspricht. Die Gewinnung des Prefisaftes ist ein 
so rigoroser Eingriff in das ganze Zellgefiige, da wir dessen Folgen auch 
auf das p, noch gar nicht iibersehen. 

Ganz abgesehen von méglichen Salzfehlern und metachromatischen Er- 
scheinungen kénnen wir aber auch bei der Vitalfarbung mit Indikatoren 
nicht sagen, ob der Farbton des aufgenommenen Farbstoffes das p, der 
wiasserigen Phase anzeigt oder das der sauren bzw. basischen Gruppen der 
den Farbstoff adsorbierenden Zellsaftkolloide. Im ersteren Fall miifte der 
Farbstoff in der wisserigen Phase gelést bleiben. Dies diirfte aber bei 
»vollen Zellsiften“ kaum vorliegen. Durch den hohen Kolloidgehalt ist eine 
Adsorption des Farbstoffes bei entsprechender c, der wasserigen Phase und 
entsprechender Lage des IEP. der Kolloide wohl das Wahrscheinlichste. 
Dabei ist es aber durchaus méglich, da trotz neutraler Reaktion der wiasse- 
rigen Phase der Farbton des von den Kolloiden adsorbierten Indikators auf 
eine hohe Aziditat schlieRen laft oder die Lésung der freien Farbbase in 
neutralen Zellipoiden (z. B. im Plasma) eine alkalische Reaktion vortauscht. 
Hier liegt wohl der schwachste Punkt in den experimentellen Grundlagen 
meiner theoretischen Vorstellungen (Drawert, 1948). 

Eines der wichtigsten Ziele weiterer experimenteller Arbeit muf deshalb 
die einwandfreie Feststellung der c,-Verhiltnisse im Zellinnern sein. Bei 
der vitalfarberischen Indikatormethode muf entschieden werden, ob der 
Farbstoff in der Zelle in molekularer oder ionisierter Form vorliegt, ob er 
in der wasserigen oder in einer neutralen lipoiden Phase gelést ist, an 
Zellsaftkolloiden adsorbiert oder in echter chemischer Bindung festgehalten 
wird. Zur Klarung dieser Fragen scheinen mir die vor allem von Strugger 
(1940—1947) ausgearbeitete fluoreszenzoptische Methode, die von Spek 
(1940—1944) eingefiihrte Mikrospektralphotometrie vitalgefarbter Zellen 
und die Mikroinjektion von Farbstoffen in die Zelle, wie sie von Hof- 
meister (1940) wieder aufgenommen worden ist, im Zusammenhang mit 
den alteren Vitalfarbungsmethoden ein erfolgversprechender Weg zu sein. 

Aber auch zu der noch immer umstrittenen Frage, ob und unter welchen 
Bedingungen Ionen von der lebenden Zelle aufgenommen werden und 
welche Rolle die Atmung dabei spielt, kénnen vielleicht mit den angefiihr- 
ten Methoden klirende Beitrage gewonnen werden. Dazu ist es notwendig, 
da wir méglichst viele Farbsioffe in ihren physikochemischen Eigen- 
schaften und ihrem Verhalten zu der lebenden und toten Zelle kennen- 
lernen, um die fiir die einzelnen Fragen brauchbarsten aussuchen zu kén- 
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nen. So sollen in der vorliegenden Arbeit in Fortsetzung der friiheren 
Untersuchungen weitere Farbstoffe analysiert werden. Zunichst werden 
nur die im normalen Licht gewonnenen Ergebnisse mitgeteilt, eine fol- 
gende Veréffentlichung soll dann die fluoreszenzoptische Analyse der hier 
aufgefiihrten und einer Reihe anderer Farbstoffe enthalten. 

Ein Teil der untersuchten Farbstoffe beansprucht dadurch ein beson- 
deres Interesse, weil sie von Hofmeister (1940 a, b) fiir seine Injektions- 
versuche benuizt worden sind. Von den in Tab. 1 aufgefiihrten Farbstoffen 
sind dies Capriblau, Indulin wasserlislich, Methylengriin, Methylenviolett, 
Neutralviolett und Phenosafranin; von bereits friiher untersuchten: Neutral- 
rot, Methylenblau, Pyronin, Fluorescein und Erythrosin. Fiir einige Farb- 
stoffe kommt Hofmeister zu folgendem SchluB (1940b, S. 183): ,,Die 
Farbstoffe Capriblau, Methylengriin, Metylenviolett und Phenosafranin 
sind Beispiele fiir nicht permeierende Farbstoffe. Sie farben die Zellsafte 
lebender Zellen nicht an, farben und kontrahieren aber die Vakuolen toter 
Zellen, werden also darin gespeichert.~ 


I. Methode 


Zur Feststellung des Ladungssinnes der in Tab. 1 aufgefiihrten Farb- 
stoffe diente die friiher beschriebene Apparatur (Drawert 1938b, S. 190, 
191). Zunachst wurde der elektrischhe Wanderungssinn in 0,iprozentigen 
Lésungen in destilliertem Wasser gepriift und dann die Steighdhen 0,01 pro- 
zentiger Lisungen bei verschiedenem p, bestimmt. Die einzelnen p, -Werte 
von 3 bis 10 wurden fiir alle Versuche mit Phosphatpuffer eingestellt, deren 
Zusamensetzung aus Drawert 1937 a, S. 92, Tab. 2 zu entnehmen ist. 


Tab. 1. Liste der untersuchten Farbstoffe, nach Verwandtschaften 
geordnet. 


Ein (+) hinter dem Farbstoff bedeutet basischer und ein (—) saurer Farbstoff. 
AuBerdem sind hinter den einzelnen Farbstoffen die Bezugsfirmen angegeben. 
Ein ? bedeutet Bezugsfirma ist unbekannt. 


I. Nitrofarbstoffe 


3. Isaminblau (—), ? 
1. Naphtholgelb (—), ? 4. Nachtblau (+), Hollborn 
Il. Azofarbstoffe 5. Opalblau (—), Holiborn’ 
a) Monoazofarbstaffe 6. Parafuchsin (+), Hollborn 
1. Chromotrop 2R (—), Hollborn‘ 7. Victoriagriin (+), ? 


2. Indoinblau (+), Hollborn sea 
b) Disasofarbetaffe IV. Xanthenfarbstoffe 


1. Congorubin (—), Hollborn' 1. Phloxin ©), Hollborn * 
2. Echtrot R (—), ? 2. Rhodamin (+), Hollborn 
3 


. Rose bengale (—), Holll 
Ill. Triphenylmethanfarbstoffe een eee 


1. Azurblau (—), ? V. Akridinfarbstoffe 
2. Erioglaucin (—), Hollborn 1. Coriphosphin (+), Hollborn? 


1 Standardisierter Farbstoff ..Bayer™. 

? Die Farbstoffe Coriphosphin und Capriblau untersudite ich auf Anregung 
von Herrn Professor Dr. K. Héfler, Wien, dem ich auch fiir die Uberlassung von 
Proben dieser beiden Farbstoffe zu Dank verpflichtet bin. 
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VI. Thiazolfarbstoffe 6. Phenosafranin (+), Hollborn* 
1. Astraviolett (+), Hollborn! 7. Safranin (+), Holborn! 
Wet eetadusmiratie 8. Safranin T (+), Merck 
Durand u. VIII. Oxazinfarbstoffe 
1. Basler Blau R (+) Huguenin 1. Capriblau (+), Griibler? 
2. Basler Blau BB (+) Baus iX. Thiazinfarbstoffe 
3. Indulin, wasserl. (—), Hollborn+ 1. Methylengriin (+), Hollborn 
4. Methylenviolett (+), Hollbora! X. Farbstoffe unbekannter Zu- 
5. Neutralviolett nach Unna (+), gehérigkeit 
Hollborn 1. Vitalblau (—), Hollborn 


Zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten bei den einzelnen py- 
Werten wurden 2 oder 1 cm* der gepufferten 0,01prozentigen Liésungen mit 
der gleichen Menge Chloroform versetzt und in einem Reagenzglas ge- 
schiittelt. Nach der Trennung beider Phasen und Kontrollierung des Farb- 
tones und der Verteilung des Farbstoffes kam in jedes Reagenzglas der- 
selben Versuchsreihe noch ein Tropfen Olsaiure. Nach erneutem Schiitteln 
und Absitzen wurde die Anderung der Farbstoffverteilung und der Farb- 
téne in beiden Phasen gepriift. 

Da die TeilchengréRe der Farbstoffe eine Aufnahme verhindern kann, 
untersuchte ich auch die Diffusionsgeschwindigkeit der Farbstoffe in 10pro- 
zentiger Gelatine. Gleich grofie Reagenzgliser wurden zu */, mit der noch 
warmen Lésung gefiillt und nach dem Erkalten und Erstarren der Gelatine 
mit je 7,5cm* 0,iprozentiger Farbstofflésung in destilliertem Wasser iiber- 
schichtet und zunichst alle 24 Stunden, spiter in gréBeren Zeitintervallen der 
Diffusionsweg ausgemessen. 

In Abb. 1 sind die erhaltenen Diffusionshéhen wiedergegeben. Um 
einen Vergleich mit den friiher fiir andere Farbstoffe erhaltenen Werten 
(Drawert 1941, S. 50, 51, Fig. 3, 4) durchfiihren zu kénnen, wollte ich als 
BezugsgréBen je einen basischen (Neutralrot) und einen sauren (Indigo- 
karmin) Farbstoff nochmals priifen. Da aber mein alter Farbstoffbestand 
durch Kriegseinwirkungen verlorengegangen ist, mute ich fiir diese beiden 
Bezugskurven Farbstoffe anderer Herkunft als die in der Arbeit von 1941 
benutzten, nehmen. So ist ein quantitativer Vergleich mit den friiheren 
Kurven nicht méglich, da es fraglich erscheint, daf sich dieselben Farbstoffe 
verschiedener Herkunft véllig gleich verhalten. In der Tat bestehen auch 
Unterschiede in den Diffusionsbildern, wenn wir die friiher und die jetzt 
fiir die beiden Farbstoffe erhaltenen Kurven miteinander vergleichen. Wiah- 
rend Neutralrot und Indigokarmin in den alteren Versuchen den gleichen 
Endwert erreichten, weist in den Wiederholungsversuchen das Indigo- 
karmin eine viel langsamere Diffusionsgeschwindigkeit auf als das Neu- 
tralrot. 

Die Abbildung enthalt auch Kurven fiir Farbstoffe, auf die erst in fol- 
genden Arbeiten naher eingegangen werden soll; Methylenblau rein ,,H™, 
Magdalarot .H“, Akridinorange, Fluorescein-Na und Oxypyrentrisulfo- 
saures Na. Uber Prontosil solubile siehe Drawert (1951). 

Fiir die Vitalfairbungsversuche benutzte ich wie in meinen friiheren Ar- 
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beiten die Ober- und Unterepidermis der Schuppenblitter von Allium 
cepa, die wie iiblich prapariert wurden (vgl. Strugger 1949, S. 6—8). 
Das Verhalten gerbstoffhaltiger Zellen priifte ich an Flachenschnitten von 
der Blattunterseite von Sempervioum tabulaeforme Haw. (= Aeonium ta- 
buliforme Webb. et Berth.) und die Aufnahme der nicht lipoidléslichen 
sauren Farbstoffe untersuchte ich an den weiffen Blumenblattern von Con- 
voloulus sepium und Chrysanthemum frutescens. Die mit der Schere in 
Stiicke zerschnittenen Blumenblatter wurden mit Hilfe der Wasserstrahl- 
pumpe mit den Farbstofflésungen 1: 1000 in destilliertem Wasser infiltriert 
und blieben dann 10—15 Stunden'in der Farblésung. 

Die Vitalitat der Zellen wurde nach der Farbung durch Plasmolyse mit 
Harnstoff-, Al(NO,),-, Ca(NO,),-, KNO,-, KCNS-, NaCl-Lésungen ver- 
schiedener Konzentration gepriift. In den Versuchen mit den Blumen- 
blatitern konnte haufig erst nach einer Plasmolyse entschieden werden, ob 
der Farbstoff wirklich von der Zelle aufgenommen worden war oder ob nur 
eine Imhibition der Interzellularriume vorlag. 


II. Versuchsergebnisse 


In den folgenden Versuchsprotokollausziigen werden der besseren Uber- 
sicht halber die Farbstoffe nicht in der Reihenfolge ihrer chemischen Ver- 
wandtschaft, sondern alphabetisch getrennt in basische und saure Farbstoffe 
aufgefiihrt. Die Klammer hinter dem Namen verweist auf die Farbstoff- 
gruppen in Tab.1 auf $.90. Die Zahl nach der Klammer gibt die Nummer 
an, unter der der Farbstoff in Schultz, Farbstofftabellen, 7. Aufl. (1931), 
Bd. I, zu finden ist. Allerdings kann nicht fiir alle Farbstoffe die Gewahr 
dafiir itibernommen werden, daf der untersuchte Farbstoff mit dem in 
Schultz angefiihrien véllig identisch ist. Leider sind unter demselben 
Namen noch immer chemisch recht verschiedene Farbstoffe im Handel. So 
entspricht das von mir benutzte Rose bengale weder dem von Schultz 
unter Nr. 889 noch dem unter Nr. 891 angefiihrten Farbstoff gleichen Na- 
mens. Nach den Angaben von Schultz sollen die wasserigen Lésungen 
beider Farbstoffe keine Fluoreszenz zeigen; das mir zur Verfiigung stehende 
Rose bengale besitzt in Wasser gelést aber eine gute rosa-orange Fluo- 
reszenz. Nach der Farbstofftabellen-Nummer folgt im Versuchsprotokoll 
das Molekulargewicht, da dieses nach den von Schultz gegebenen chemi- 
schen Formeln berechnet worden ist, ist auch dieser Wert fiir einige Farb- 
stoffe auf Grund der oben gemachten Einschrankung mit einem Unsicher- 
heitsfaktor belastet. 

Die SteighGhenangaben in den Elektrophoreseversuchen beziehen sich 
auf die Anstiegshéhe des Farbstoffes, die in den als Elektroden dienenden 
Filtrierpapierstreifen entweder an der Anode bei sauren oder an der Ka- 
thode bei basischen Farbstoffen nach 15 Minuten erreicht wurde. Es be- 
deuten: Geringe Steighéhe = Farbstoff ist kaum iiber die Eintauchzone an- 
gestiegen, die eine Elektrode hat sich aber in der Eintauchzone intensiver 
gefarbt als die andere, niedrige Steighéhe bis 1 cm, mittlere bis zu 2,5 cm 
und grofe héher als 2,5cm iiber der Eintauchzone. 

In den Vitalfarbungsprotokollausziigen werden folgende Abkiirzungen 
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gebraucht: O.E. = Oberepidermis und U.E. = Unterepidermis der Zwiebel- 
schuppen von Allium cepa, Semp.=Flachenschnitte von Blattunterseite 
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Abb. 1. Diffusionshéhe der untersuchten Farbstoffe (1 : 1000 in destilliertem Wasser 

gelést) in 10prozentiger Gelatine. Auf der Abszisse ist die Diffusionshéhe in Milli- 

metern und auf der Ordinate die Zeit in Tagen aufgetragen. Die Zahlen hinter den 
Farbstoffnamen geben die abgerundeten Molekulargewichte an. 


von Sempervioum tabulaeforme, G.H. = Gerbstoffhorizont, N.Z. = Neben- 
zellen der Spaltéffnungen, Con. = Blumenblatter von Convoloulus sepium, 
Chrys. = Blumenbliatter der Strahlenbliiten von Chysanthemum frutescens. 
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a) Basische Farbstoffe 

1. Astraviolett (VI, 1); 950; Mol.Gew. 349,2. 

Farbton: Bei allen untersuchten p,,- Werten (3,1—10,9) purpurviolett. 

Wanderung: Py 3:1—10,9 eindeutig zur Kathode mit niedrigen, mit steigendem 
Py immer geringeren Steighéhen. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3.1—5,1 gar nicht, P, 6.0 geringe Spuren, p, 7,3 
Verteilung zwischen Wasser und Chloroform etwa 1:1, Py 8,3—10,9 fast 
quantitativ mit violettem Farbton im Chloroform. 

Chloroform + Olsaure: P,, 3.1 Verteilung etwa 1:1, p, 4,0—6,0 der grofere 
Teil, P, 7.3—10,9 quantitativ mit rotviolettem Farbton léslich. 

Vitalfarbung: O.E. p, 3,1—6,0 nur starke violette Membranfarbung, Py 7,3—10.9 
aufer Membran-, auch noch zarte Kern- und Plasmafirbung, letztere wird mit 
steigendem p,, immer intensiver. 

U.E. p, 3.1—10,9 reine Membranfarbung. 

Semp. p,, 3,1—4,0 tot, G.H. intensive diffuse Inhaltsfarbung, p,, 5,1—10,9 vor- 
wiegend Membranfarbung, allmahlich im G.H. vom Schnittrand her Zellen mit 
diffuser Vakuolenfarbung. 


2. Basler Blau R (VII, 1); 954; Mol.Gew. 504,7. 


Farbton: Py 3,2—10,4 gleichmafig blau. 

Wanderung: Py, 3.2—8,0 zur Kathode mit sehr geringen Steighdhen, P,, 9.1—10.4 
keine Wanderung mehr. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3.2 etwas, p,, 4.4 der kleinere Teil, Py, 3.0 Verteilung 
etwa 1:1, p, 6,0—10,4 quantitativ mit blauem Farbton léslich. 
Chloroform + Olséure: p, 3.2404 quantitativ mit blauem Farbton léslich. 

Vitalfarbung: Farbstoff wird vom Plasma der O.E. aufgenommen, ist aber so giftig. 
daB die Zellen sehr rasch absterben, so daf keine einwandfreien Vitalfairbungen 
erzielt werden kénnen. Die Zellen zeigen von p, 3,2—5,0 intensive, von 
P,, 6,0—8.0 nur schwache violette Membranfarbung. Die toten Kerne sind bei 
P, 3.2 kaum, von p, 4,4—5.0 stark, von p, 6,0—7,2 schwach violett gefirbt. 
Uber p,, 8,0 sind die toten Kerne geschwollen, farblos, aber von einem violett 
gefarbten Plasmahof umgeben, der an der Kerngrenze (Kernwand?) besonders 
intensiv gefarbt ist (Abb. 2). In‘ der U.E. bleiben die Zellen noch lange farblos 
und lebend. 
Semp. Py 3.2—4,4 Zellen tot, Membranen gefarbt, G.H. diffuse blaue Inhalts- 
farbung, p,, 5,0—10.4 alles farblos. 


3. Basler Blau BB (VII, 2); 954; Mol.Gew. 504,7. 


Farbton: P, 3.2 violettblau, p,, 4.4 blau, p,, 5,0 hellblau, P,, 6.0—10.4 blaft die Lésung 
sehr schnell ab, so da® sie nur noch in gréRerer Dichte bla&blau erscheint. In 
héheren Konzentrationen flockt der Farbstoff aus. 


Wanderung: nur 1 : 1000 in dest. Wasser gepriift: zur Kathode. 
Léslichkeit: Chloroform: P,, 3.2—10,4 quantitativ mit blauem Farbton. 
Vitalfarbung: O.E. und U.E. bleibt alles farblos. 


4. Capriblau (VIII, 1); 991; Mol.Gew. 345,7. 


Farbton: p,, 3,3—9.6 einheitlich blau. 
Wanderung: Py 3.3—9.4 zur Kathode mit niedrigen Steighéhen, die iiber Py 6.0 
nur noch sehr gering sind, Py 96 keine eindeutige Wanderung mehr. 
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Léslichkeit: Chloroform: Py 3,3—6,0 gar nicht, Py 7.2 zum kleineren Teil, Py 8,0—9,6 
quantitativ mit bla&blauem Farbton léslich. 
Chloroform + Olsaure: Py, 3:3 Verteilung etwa 1:1, Py 4:4—9.6 quantitativ mit 
bla&blauem Farbton léslich. 


Vitalfarbung: O.E. Pz 3.3—6,0 véllig farblos, p, 7,2—9,6 reine blaue Vakuolen- 
farbung. U.E. Py 3.3—9,6 lebende Zellen véllig farblos, tote Zellen Py 3.3 schwache 
Membranfarbung, p,, 4,4—6,0 auch blaugriine Kern- und Plasmafiarbung in den 
abgestorbenen Zellen. Von 
Py 7.2—9,6 zeigen die 
Mesophylizellen gute 
blaue Vakuolenfarbung. 
Semp. nur bei p,, 3,3 im 
abgestorbenen G.H. teil- 
weise diffuse Inhaltsfir- 
bung. Nach einem 15stiin- 
digen Aufenthalt in den 
Farblésungen: O.E. Pu 
3,35 tot und alles farblos, 
Py 44 lebend und alles 
farblos, Py 5,2—6,0 le- 
bend, einige Idioblasten 
Vakuolenfirbung, sonst 
farblos, p,, 7,2—9,6 starke 
Vakuolenfaérbung, aber 
auch die Membranen der 
lebenden und toten Zellen 
gefarbt. U.E. p, 3.3—44 Abb. 2. Durch die Einwirkung von Basler Blau 
lebend und vdéllig farb-  R 1: 10000 in Phosphatpuffer mit Py 9:7 abgestor- 
los, Py, 5,2—9,6 blasse bener Zellkern aus der Oberepidermis der Zwiebel- 
griinblaue Vakuolenfar-  schuppe von Allium cepa mit violett gefiarbtem 
bung, Membranen der le- Plasmahof und besonders intensiv gefarbter Kern- 


benden Zellen farblos, der wand. Vergr. 400fach, auf 600fach nachvergréRert. 
toten Zellen gefiarbt. 


Semp. p,, 3,3—4.4 tot, G.H. mit scheinbarer starker diffuser blauer Vakuolen- 
farbung, aber weder mit 1 mol Ca(NOs)2 noch mit 25% Harnstoff tritt Plasmolyse 
ein. Pp, 5,2—9,6 diffuse blaue Vakuolenfarbung im G.H. und N.Z. Zellen 
plasmolysierbar. 





3. Coriphosphin (V, 1); 903; Mol.Gew. 287.6. 

Farbton: Py 3.3—8.0 orange, p,, 9,0—10,0 etwas nach gelb abblassend. 

Wanderung: Zur Kathode p,, 3,3—5,3 mit niedrigen Steighéhen, p, 6,1—8,0 nur 
noch sehr geringe Steighéhen, Py, 90—10.0 keine ausgepragte Wanderung mehr. 


Léslichkeit: Chloroform: Py 3.5—5,3 nur Spuren, p,, 6,1 der kleinere Teil. py 7.2 
Verteilung etwa 1:1, Py 8.0—10,0 quantitativ mit schhwach gelbem Farbton 
léslich. 

Chloroform + Olsiure: Py 3.5 Verteilung etwa 1:1, Py 45—5,3 der groéBere 
Teil, Py 6.1 fast quantitativ, Py, 7,2—10,0 quantitativ mit gelbem Farbton léslich. 

Vitalfarbung: O.E. Py 3.3—5,3 reine gelbe Membranfiarbung, p,, 6,1—9.0 schwache 
gelbe Kern- und Plasmafarbung mit Vakuolenkontraktion, bei p, 6,1 auch 
noch Membranen gefiarbt. P,, 90—10,0 intensivere gelbe Kern- und Plasma- 
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firbung, Zellen sterben aber sehr rasch ab. U.E. Py 3.3—5,3 reine Membran- 
farbung, p,, 6,1—10,0 gelbe Vakuolenfairbung, Intensitét der Farbung nimmt 
mit steigendem p,, zu. 

Semp. P,, 3.3 G.H. scheinbare, rotorange diffuse Vakuolenfirbung, Zellen lassen 
sich aber nicht mehr plasmolysieren, Py 45—10,0 zum Teil schwache vitale 
Vakuolenfarbung im G.H. 

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung siehe Héfler u. Miillner-Haitin- 
ger (1949). 


é. Indoinblau (II, a, 2); 286; Mol.Gew. 505,7,. 
Farbton: Py, 3.3—10,0 blauviolett, Farbstoff flockt aber von P,, 6.0 an sehr bald aus. 


Wanderung: Py 3.3—7,3 zur Kathode, aber mit sehr geringen Steighéhen, Py, 8,0— 
10,0 keine eindeutige Wanderung mehr. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3.3—4,3 der kleinere Teil, Pp, 3.4 Verteilung etwa 1 : 1, 
p,,6.0—10,0 quantitativ mit blauem Farbton léslich. 

Chloroform + Olsaure: Py 3-3—10,0 quantitativ mit violettstichigem blauem 
Farbton léslich. 

Vitalfarbung: O.E. Py 3,3 Zellen tot, Py, 4.5—10,0 schwach blaue Kern- und 
Plasmafiarbung, ab Py 7.3 auch einige Zellen mit Vakuolenfirbung. In 25% 
Harnstoff plasmolysieren die vakuolengefarbten Zellen konvex, wahrend die 
Zellen mit Kern- und Plasmafairbung Krampfplasmolyse zeigen. U.E. von 
P,, 3-3—10.0 farblos, erst nach 4—5 Stunden Aufenthalt in der Farblésung von 
Py 3.3—7,3 violette Membranfairbung, p,, 8,0—10,0 schwache griinblaue Va- 
kuolenfarbung. 

Semp. p,, 3.3—7,3 violette Membranfarbung, P,, 8,.0—10,0 farblos. 


7. Methylengriin (IX, 1); 1040; Mol.Gew. 364,7. 


Farbton: Py 3,1—10,0 einheitlichh blaugriin, Farbstoff fallt aber von Pe 8.8—10.0 
allmahlich aus. 

Wanderung: P;, 3.1—8,0 zur Kathode mit niedrigen Steighéhen, P,, 8.8—10,0 keine 
eindeutige Wanderung mehr. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3-1—7,2 gar nicht, Py, 8.0 der grofere Teil, p, 8,8 fast 
quantitativ, Py 9:4—10,0 quantitativ mit rotviolettem Farbton léslich. 
Chloroform + Olsaure: Py 3.1—4,2 in Spuren, p, 5,2 Verteilung etwa 1:1, 
Py 6.0 der gréfere Teil, P, 7210.0 quantitativ mit blauem Farbton léslich. 

Vitalfarbung: O.E. Py 3.1—6,0 nur blaue Membranfirbung, p,, 7.2—10,0 blaue 
Kern- und Plasmafiarbung, die aber rasch zum’ Absterben der Zellen fiihrt, 
einige Zellen auch mit Vakuolenfairbung. Bei Py 7,2 auch noch schwache 
Membranfarbung. U.E. p,, 3,1—6,0 nur Membranen gefarbt, P,, 7,2—10,0 
schhwache griinblaue Vakuolenfiarbung. 

Semp. P, 3.4 sehr intensive scheinbare Vakuolenfarbung im G.H. Zellen tot. 
Py 4.2—5,.2 Membranfarbung, in toten Zellen auch Plasma und Kerne gefarbt. 
Py 6.0—10,0 vitale, diffuse Vakuolenfarbung im G.H. 


8. Methylenviolett (VII, 4); 959; Mol.Gew. 346.6. 

Farbton: p, 3.0—10.0 einheitlich weinrot. 

Wanderung: Py 3:0—9.5 zur Kathode mit sehr geringen Steighéhen, P,, 10.0 nicht 
mehr eindeutig. 


Léslichkeit: Chloroform: Py 3.0—6.1 gar nicht, p,, 7,4 der kleinere Teil, Py 8.4 der 
groRere Teil, P,, 9.3—10.0 quantitativ mit rotem Farbton léslich. 
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Chloroform + Olsiure: Py 3.0 Verteilung etwa 1:1, Py, 43—10,0 quantitativ 
mit hellrotem Farbton ldslich. 

Vitalfarbung: O.E. p,, 3,0 Zellen tot, schwache Kern- und Plasmafirbung, Py, 4,5—10,0 
Plasma, Kerne, Membranen rot gefirbt. U.E. p, 3—10,0 nur Membranen ge- 
farbt. Nach 4—5 Stunden Farbstoffeinwirkung in der U.E. auch blaue und 
violettblaue Vakuolenfarbung. In den Zellen mit stirkerer Vakuolenfarbung 
die Membranen farblos, in denen mit schwiacherer die Membranen rot gefarbt. 
Semp. p, 3,0 scheinbare Vakuolenfairbung in den toten Zellen des G.H. 
Py 4.3—10.0 diffuse weinrote Vakuolenfarbung in den lebenden Zellen des G.H. 


9. Nachtblau (III, 4); 823; Mol.Gew. 575.8. 

Farbton: Py 3.3—5,4 blau, Py, 6,0 etwas tieferes Blau, Py 7:3 schmutzig violett, 
Py, 8,0—10,0 weinrot, mit flockigem Niederschlag. 

Wanderung: p,, 3,3—7,5 zur Anode mit niedrigen (hohe c,,) bis sehr geringen 
Steighéhen (neutral). P, 8.0—10,0 keine eindeutige Wanderung mehr. 

Léslichkeit: Chloroform: P, 3.3 Verteilung etwa 1:1, p, 4,3 der gréfere Teil mit 
blauem Farbton, P, 3.4 mit weinrot-violettem und P, 6.0 mit rein weinrotem 
Farbton léslich, p, 7,5—10,0 quantitativ mit weinrotem Farbton léslich. 
Chloroform + Olsaure: p,, 3,3 der gréRere Teil, p, 4,3—5,4 fast quantitativ, 
P, 6,0—10,0 quantitativ mit blauem Farbton léslich. 
Vitalfarbung: O.E., U.E. und Semp. Py 3.3—6,0 reine Membranfarbung, 
Py 7:3—10.0 alles farblos. 


10. Neutralviolett nach Unna (VII, 5); 945; Mol.Gew. 408,7. 

Farbton: p, 3,3—6,1 weinrot, Py 7:2 blasseres Weinrot, Py 8.0 rétliches Gelb, 
Py 9:2—9.7 olivgelb. 

Wanderung: Py 3,3—8,0 zur Kathode mit niedrigen bis sehr geringen Steighéhen, 
und zwar violett mit blauem Saum, Py 8,3—9,7 keine eindeutige Wanderung 
mehr. 


Léslichkeit: Chloroform: p, 3.3 Spur, P, 4.6 der kleinere Teil, p, 5.4 Verteilung 
etwa 1:1, D, 6,1—7.2 der gréBere Teil, P,, 8.0—9,7 quantitativ mit gelbem 
Farbton léslich. 

Chloroform + Olsiure: p, 3,3 der kleinere Teil, p, 4.6 der gréRere Teil, 
Py 3.4 fast quantitativ, Py 6,1—9,7 quantitativ mit rotem Farbton léslich. 

Vitalfarbung: O.E. Py 35—6.1 nur rote Membranfarbung, p,, 7,2—8,0 Vakuolen 
und Membranen gefiarbt, Py 83—9,7 reine rote Vakuolenfarbung mit Va- 
kuolenkontraktion. U.E. p, 3.3—4,6 reine Membranfirbung, P, 3.4 Mem- 
branen und Vakuolen gefarbt, p, 6,1—9,7 reine violette Vakuolenfirbung 
ohne Vakuolenkontraktion. Die Mesophyllzellen weisen ‘im alkalischen Be- 
reich eine violette Vakuolenfarbung ohne Kontraktion auf. 

Semp. Pp, 3,35 Zellen tot mit scheinbarer Vakuolenfaérbung im G.H. P, 4.6—9.7 
Zellen lebend mit violetter Vakuolenfarbung im G.H. und N.Z. 


11. Parafuchsin (III, 6); 779; Mol.Gew. 396,7. 

Farbten: Py 

Wanderung: p,, 3,2—7.2 zur Kathode mit niedrigen bis ganz geringen Steig- 
héhen, p,, 8,0—10.4 keine eindeutige Wanderung mehr. 


3,2—10,4 scharlachrot, iiber Py 95 aber blasser. 


Léslichkeit: Chloroform: p, 3.2—7,2 gar nicht, Py 8.0—9,7 wahrscheinlich etwas 
unter Farbverlust, p, 10.4 beide Phasen farblos. 
Chloroform + Olsiure: p, 3,2 Verteilung etwa 1:1, p, 4.4—6.0 der grofere 
Teil, Py 7.2—10,4 quantitativ mit scharlachrotem Farbton léslich. 
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Vitalfarbung: O.E. und U.E. Py 3.2—10,4 nur gute rote Membranfarbung. Nach 

langerem Aufenthalt in der Farblésung (1—2 Std.). O.E p,, 3,2 tot, Py 4.4—10,4 
Plasma und Kerne rot gefarbt, in einem Teil der Zellen auferdem auch noch 
die Vakuolen gefiarbt. Zellen plasmolysierbar, aber meist nur Tonoplasten- 
plasmolyse (Abb. 3 u. 4). U.E. von p,, 8,0—10,4 in den Wundrandzellen Va- 
kuolenfirbung. 
Semp. Py 3.2 tot, mit intensiver scheinbarer Vakuolenfirbung im G.H., 
P, 4.4—7,2 nur Membranen gefarbt, P, 8.0—10,4 zum Teil diffuse rote Va- 
kuolenfiarbung im G.H., 
plasmolysierbar. 

12. Phenosafranin 
(VII, 6); Mol.Gew. 322,6. 

Farbton: p,, 3,3—10,4 ein- 
heitlich rot. 

Wanderung: p, 3.3—8,3 
zur Kathode mit sehr 
geringen Steighdhen, 
Py 9:2—10.4 keine ein- 
deutige Wanderung 
mehr. 

Léslichkeit: Chloroform: 
Py 3,3—3.2 gar nicht, 
Py Osh der kleinere 
Teil, p, 7.3 Verteilung 
etwa 1:1. py 8,3—10,4 
quantitativ mit hell- 
rotem Farbton léslich. 
Chloroform + Olsaure: 
Py 3:3 fast quantita- 
tiv, P, 4.5—10.4 quan- 





ei! 


Abb. 3. Zellen aus der Oberepidermis einer Zwiebel- titativ mit hellrotem 
schuppe von Allium cepa mit Parafuchsin 1 : 10000 in Farbton léslich. 
Phosphatpuffer mit p,, 9,1 gefarbt und in 1 mol KNOs Vitalfarbung: OLE. Py 33 
plasmolysiert. Cytoplasma abgestorben, Kern (in der tot, schwache Kern-, 
mittleren Zelle zwischen zwei Tonoplasten liegend) Plasma- und Membran- 
stark angeschwollen und gefarbt, sdiwache Vakuolen- farbung, Py 45—10,0 | 
farbung, Tonoplastenplasmolyse. Vergr. 400fach, auf Plasma und Kerne ge- 
600fach nachvergréRert. farbt, bis Py 83 auch 


Membranen, zum Teil 
auch Vakuolen, noch plasmolysierbar, haufig ‘abernur Tonoplastenplas- 
molyse. U.E. p, 3,3 lebend, aber farblos, p,, 4,5—10,4 rote Plasma- und Kern- 
farbung, in den Wundrandzellen auch schmutzig-violette Vakuolenfarbung, 
normal plasmolysierbar. 

Semp. Py 3.5 scheinbare Vakuolenfarbung im G.H. P, 45—10.4 farblos. 

13. Rhodamin (IV. 2); 864(?); Mol.Gew. 430.7(?). 

Farbton: Py 3.2—10,7 eosinrot. 

Wanderung: p, 3,2—4.4 schwach zur Kathode, P,, 3.3—10,7 keine eindeutige Wande- 
rung mebr. 

Léslicikeit: Chloroform: p, 3,2—10,7 nur in Spuren léslich. 
Chloroform + Olséure: p,, 3,2—4,4 fast quantitativ, p 
mit eosinrotem Farbton léslich. 


223 —10,7 quantitativ 
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Vitalfarbung: O.E. und U.E. Py 3.2—4,4 reine Membranfarbung, Py 3,3—10,7 alles 

farblos. Nach 9stiindigem Aufenthalt in den Farblésungen: O.E: Py 3.2 tot, 
schwache Plasma- und Kernfarbung, P,, 4.4 lebend, sehr intensive rote Mem- 
branfirbung, Py 3.3—10,7 lebend, alles farblos. U.E. p, 3,2 lebend, nur Mem- 
branen gefarbt, p, 4,4 Membranen und Zellsaft gefarbt, P, 3,3—10,7 reine 
violette Vakuolenfairbung, besonders in den Wundrandzellen. 
Semp. p,, 3.2 tot, scheinbare intensive Vakuolenfarbung im G.H. Py, 44 nur 
Membranen gefirbt, Py 3.3—10,7 vitale rote Vakuolenfairbung in einem Teil 
der Zellen des G.H. 
und der N.Z. 


Blumenblattstiicke 
von Chrysanthe- 
mum mit Rhoda- 
minlésung 1: 1000 in 
destilliertem Was- 
ser infiltriert und 
fiir 14 Stunden in 
der Farblésung ge- 
lassen: Die ersten 
10—20 Zellreihen 
vom Schnittrand aus 
zeigen in der Va- 
kuole rot gefirbte 
Entmischungsaggre- 
gate, ahnlich Abb. 4 
auf S.384 in Dra- 
wert' (1939), die 
Farbungsintensitat 
dieser Aggregate 
nimmt vom Sdhnitt- 
rand nach innen zu Abb. 4. Wie Abb. 3. Hiufig bleibt der Tonoplast an dem 
ab. Zellen normal Kern kleben. Vergr. 400fach, auf 600fach nachvergréRert. 
plasmolysierbar. 





14. Safranin (VII, 7); 967; Mol.Gew. 350.6. 

Farbton: Py 3,3—10,5 safraninrot. 

Wanderung: p,, 3,3—9,7 zur Kathode mit niedrigen bis sehr geringen Steighéhen. 
Py 10,5 keine eindeutige Wanderung mehr. 


Léslichkeit: Chloroform: Py 33—7,3 gar nicht, Py 8.0 der kleinere Teil, Py 94 


3 
Verteilung fast 1:1, Py 9%? 
Farbton léslich. 
Chloroform + Olsdure: p, 3.35 etwas, p, 4,4 Verteilung etwa 1:1, Dy 5,2 der 
groRte Teil, Py 3.9 fast quantitativ, P,, 7.5—10,5 quantitativ mit himbeerrotem 
Farbton léslich. 


etwa 1:1, p, 10,5 der gréfere Teil mit rotem 


Vitalfarbung: O.E. Py 3,3 tot, schwache Membranfiarbung, Py 44—5.9 nur Mem- 
branen rotbraun gefarbt, Py 7,3—9,7 Membranen, Plasma und Kerne gefarbt. 
P, 10,5 nur Plasma und Kerne gefirbt. Zellen sterben sehr schnell ab. U.E. 
Py 3,3—9,7 lebend, nur rotbraune Membranfarbung, p,, 105 alles farblos. 
Semp. p,, 3,5—4,4 tot, scheinbare starke, diffuse Vakuolenfarbung im G.H. 
Py 3.2—9.1 nur Membranfarbung. Py, 9.7—10.5 farblos. 
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15. Safranin T (VII, 8); 967; Mol.Gew. 350.6. 

Farbton: p, 3,3—105 safraninrot. 

Wanderung: nur 1: 1000 in destilliertem Wasser gelést untersucht: zur Kathode 
mit mittlerer Steighdhe. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3.5—3,9 gar nicht, Py 73 Spur, Py 8,0—10,5 der gréRere 
Teil mit rotem Farbton ldslich. 

Vitalfarbung: O.E. und ULE. p, 3,3—8,0 nur rote Membranfarbung, P,, 9.1—10,5 OLE. 
Kern- und Plasmafarbung aber nur noch mit Tonoplastenplasmolyse plasmo- 
lysierend. U.E. farblos. 


16. Victoriagriin (III, 7); 754; Mol.Gew. 364,7. 

Farbton: p, 3,1—10,4 griinblau, wird aber bei 10,4 allmahlich heller und der 
Farbton wechselt mehr nach griin. 

Wanderung: Py 3.1—6,0 zur Kathode mit sehr geringen Steighdhen, Py 73—10,4 
keine eindeutige Wanderung mehr. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3.1—7,5 Verteilung etwa 1:1, p, 8,1—10,4 der gréRere 
Teil mit griinlichiem Farbton ldslich. 
Chloroform + Olsaure: Py 3.1—10,4 quantitativ mit blaugriinem Farbton lés- 
lich. 

Vitalfarbung: O.E. Py 3:1—10,4 blaugriine Kern- und Plasmafairbung mit Va- 
kuolenkontraktion, normal plasmolysierbar. U.E. p, 3.1 farblos, p, 4,7—10,4 
griine Vakuolenfarbung. 


b) Saure Farbstoffe 


Die Blumenblattstiicke von Con. und Chrys. wurden nur mit Farbstoffen 
1: 1000 in destilliertem Wasser gelést infiltriert, da nach friiheren Untersuchungen 
das p,, der Lésungen nicht lipoidléslicher saurer Farbstoffe nur einen geringen 
Einflu® auf die Aufnahme durch die Blumenblattzellen hat (Drawert 1941). 
Dies stimmt gut mit den Angaben von Lundegardh (1940) iiberein, da ganz 
allgemein die Anionenaufnahme im Gegensatz zur Kationenaufnahme weit- 
gehend unabhingig vom Py- Wert der Lésung ist. 


1. Azurblau (III, 1); 769 oder 771; Mol.Gew. 566.4 oder 690,4. 

Farbton: Py 3:3 griin, py, 4,5—10,5 blau. 

Wanderung: zur Anode, p,, 3,3—6,2 mit mittleren, p,, 7,3—10,5 mit grofen Steig- 
héhen. 

Léslichkeit: Chloroform: p, 3,3—10,5 gar nicht léslich. 

Vitalfarbung: 1:1000 in destilliertem Wasser: gute diffuse Vakuolenfarbung in 
den Epidermiszellen von Con., in Chrys. mehr im Mesophyll, vor allem langs 
der Leitbiindel. 


2. Chromotrop 2R (II, a, 1); 44; Mol.Gew. 468,2. 

Farbton: p, 3.2—9,9 scharlachrot. 

Wanderung: Zur Anode, Py, 3.2 mit mittleren, P, 4.7—9,9 mit grofen SteighGhen. 
Léslichkeit: Chloroform: p, 3,2—9,9 nicht léslich. 


Vitalfarbung: Con. und Chrys. sehr intensive rote Vakuolenfarbung, vor allem 
in den Epidermen. 
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3. Congorubin (II, b, 1); 368; Mol.Gew. 697.3. 
Farbton: Py 3.2—4,6 blau, Py 3,5—6,1 tiefrot, Py 7:5—10,0 rot. 


Wanderung: Py 3,2—10,0 zur Anode mit sehr geringen Steighéhen. 
Léslichkeit: Chloroform: Py 3,2—10,0 nicht léslich. 


Vitalfarbung: Con. und Chrys. schwache rote Vakuolenfarbung in den Epi- 
dermen. 

4. Echtrot R (II, b, 2); 3357; Mol.Gew. 990,4. 

Farbton: p, 3,1—10,4 einheitlich rot. 

Wanderung: Py 3.1—10,4 zur Anode mit sehr geringen Steighéhen. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3,4—10,4 nicht léslich. 


Vitalfarbung: Con. und Chrys. gute, diffuse, rote Vakuolenfairbung in den Epi- 
dermen. 


5. Erioglaucin (III, 2); 770; Mol.Gew. 782,5. 

Farbton: Py 3,3—9.9 blau. 

Wanderung: Py 3,3—9,9 mit grofen Steighéhen zur Anode. 

Léslichkeit: Chloroform: p, 3,3—9,9 nicht léslich. 

Vitalfarbung: O.E. und U.E. p, 3,3 alles tot, gute blaugriine Kern- und Plasma- 
farbung, p, 4,6 lebende Zellen farblos, tote Kern- und Plasmafarbung, 
Py 5,4—9,9 lebende und tote Zellen farblos. 

Con. schwache griine Vakuolenfarbung in den Epidermen. Chrys. gute blaue 
Vakuolenfarbung in den Mesophyllzellen lings der Leitbiindel. Nach einem 


Aufenthalt von iiber 45 Stunden in der Farblésung sind die gefiarbten Zellen 
noch vollig vital. 


6. Indulin, wasserléslich (VII, 3); 984; Mol.Gew. ?. 
Farbton: 3,2—6,1 blau, p, 7,5 blafblau, p, 8,0—10,0 blafviolett. 
Wanderung: p,, 3,2—10,0 zur Anode mit niedrigen Steighéhen. 
Léslichkeit: Chloroform: p, 3,2—10,0 nicht léslich. 

Vitalfarbung: Con. und Chrys. alles bleibt farblos. 


7. Isaminblau (III, 3); 817(?); Mol.Gew. 735,3(?). 

Farbton: Py 3.2—10,7 blau. 

Wanderung: p, 3,2—10,7 zur Anode mit niedrigen Steighéhen. 
Léslichkeit: Chloroform: p, 3,2—10,7 nicht léslich. 
Vitalfarbung: Con. und Chrys. alles bleibt farblos. 


8. Naphtholgelb (I, 1); 19; Mol.Gew. 417,3. 

Farbton: Py 3,3—10,5 gelb. 

Wanderung: p, 3,3—10,5 mit groRen Steighéhen zur Anode. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3,3—10,5 nicht léslich. 

Vitalfarbung: Con. tot, Chrys. sehr gute, diffus gelbe Vakuolenfarbung in den 
Epidermen. 

9. Opalblau (III, 5); 816; Mol.Gew. 741,4. 

Farbton: Py 3:2—7,5 blau, 8,2—9,1 tiefblau, Py 94 blauviolett, p,, 10,3 rotviolett. 
Bla&t dann aber sehr schnell im alkalischen Bereich aus, so daf zunachst eine 


kontinuierlichhe blaue Reihe mit Abnahme der Farbintensitaét entsteht. Spater 
von Py 7,3—10,4 farblos. 
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Wanderung: p, 3.2—4.6 mit mittleren, p, 5,6—10,5 mit grofen Steighéhen zur 
Anode. 

Léslichkeit: Chloroform und auch Chloroform + Olsaure: Py 3,2—10,3 nicht léslich. 

Vitalfarbung: Con. und Chrys. alles bleibt farblos. 


10. Phloxin (IV, 1); 888: Mol.Gew. 792.8. 

Farbton: p,, 3,1—10,4 eosinrot, bei Py 3-1—4,7 etwas heller. 

Wanderung: p,, 3.1—10,4 mit mittleren SteighGhen zur Anode. 

Léslichkeit: Chloroform: p, 3,1—4.7 beide Phasen vollig farblos, Py 3:5 wisserige 
Phase heller geworden, p, 6,0 wisserige Phase etwas heller geworden, 
P, 73—10.4 Farbintensitat der wasserigen Phase hat sich nicht geandert. 
Chloroform + Olsiure: Py 3.1—6,0 beide Phasen farblos, Py 7,5—10,4 Farb- 
intensitét der wisserigen Phase hat sich nicht geiindert. 

Chloroform mit und ohne Olsiéurezusatz lést also den Farbstoff im sauren 
Bereich unter Farbverlust. 

Vitalfarbung: O.E. und U.E. Py 3.1—5.5 schwache rote Kern- und Plasmafirbung, 
Py 6.0—10.4 alles farblos. 

11. Rose bengale (IV. 35); (siehe S. 92). 

Farbton: Py 3.3—10.5 erdbeerrot, bei P,, 3.3 etwas heller, blaBt allmahlich aus. 

Wanderung: p, 3,5 mit niedrigen, p, 45—105 mit mittleren Steighéhen zur 
Anode. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3:3 quantitativ unter Farbverlust, Py 45—5,2 der 
groRte Teil, Py 6.2 etwas, py 7,3—10,5 gar nicht léslich. 

Chloroform + Olsiiure: Py 3: 56.2 2 quantitativ unter Farbverlust, Py 7,3—10,5 
dagegen gar nicht léslich. 

Vitalfarbung: O.E. Py 3:3 lebend, farblos (Lésung ausgeblaft). p,, 4,5—6,2 ganz 
zarte Kern- und Psemeftichens. Py 7,3—10,5 farblos. U.E. Py 33 —10,5 farb- 
los. Con. und Chrys. alles tot, intensive rote Kern- und a Seat 


12. Vitalblau (X, 1);2. 

Farbton: Py 3.5—105 dunkelblau. 

Wanderung: Py 3-3—10,5 mit niedrigen Steighéhen zur Anode, blau mit rotviolettem 
Saum. 

Léslichkeit: Chloroform: Py 3.3—10.5 nicht léslich. 

Vitalfarbung: O.E. und U.E. p, 3,3 alles tot, von vornherein tote Schnittrand- - 

zellen mit blauer Kern- und Plasmafirbung, erst in der Lésung abgestorbene 
Zellen dagegen rotviolette bis rote Kernfairbung, Plasma blauviolett bis blau. 
Rote Kerne zum Teil mit vielen kleineren oder 1—4 gréferen blauen Punkten. 
Py 45—10.5 lebend alles farblos. 
Semp. Py, 3.3 tot mit blauer Plastidenfirbung, Py 45—105 lebend alles farblos. 
Con. sities ache violettrote Vakuolenfiarbung in den Epidermiszellen, erst nach 
Plasmolyse deutlicher sichtbar. Chrys. sciwache rote Vakuolenfiirbung in den 
Mesophyllzellen lings der Leitbiindel. 


III. Besprechung der Ergebnisse 


Von den 16 gepriiften basischen Farbstoffen sind 11 vorwiegend Plasma- 
firber, 3 Vakuolenfirber, 2 reine Membranfirber, die nicht vom Zell- 
innern aufgenommen werden. 

Wie ich schon friiher betont habe (Drawert 1948), ist die Einteilung 
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in Plasma-, Vakuolen- und Membranfiarber allerdings keine absolute, da 
je nach den physiologischen Zustainden der Zelle ein Farbstoff in allen drei 
Gruppen erscheinen kann. Ganz allgemein treten aber schwach dissoziierte, 
gut lipoidlésliche Farbstoffe vorwiegend als Plasma- und Kernfarber auf, 
stiirker dissoziierte vor allem als Vakuolen und Membranfiarber. Mit dieser 
Regel stimmen die erhaltenen Ergebnisse gut iiberein. Von Safranin und 
Methylengriin abgesehen, sind die Plasmafarber schon unter p, 4,0 in dem 
Chloroform + Olsauregemisch stark, z. T. quantitativ léslich, wiihrend von 
den Vakuolenfiarbern das Neutralviolett erst bei p, 6,0 quantitativ in das 
hydrophobe Gemisch geht. Capriblau und Rhodamin sind allerdings auch 
schon um p, 4,0 quantitativ léslich. Auf diese Ausnahme soll aber erst nach 
Abschluf der fluoreszenzoptischen Untersuchungen niher eingegangen wer- 
den. Vom Nachtblau und vom Basler Blau BB war auf Grund ihrer siarken 
Lipoidléslichkeit auf gute Plasmafarber zu schlieBen. Wie aus Abb. 1 her- 
vorgeht, tritt hier aber die Teilchengréfe als begrenzender Faktor auf. Fiir 
diese Farbstoffe ist das Plasma impermeabel. 

Von den 12 untersuchten sauren Farbstoffen sind 2 Plasmafarber, 7 Va- 
kuolenfarber und 3 werden iiberhaupt nicht aufgenommen. Da die Zell- 
wand im untersuchten p,-Bereich immer negativ geladen ist, gibt es natur- 
gemaB unter den sauren Farbstoffen keine Membranfirber. Die beiden 
Plasmafirber Phloxin und Rose bengale sind entsprechend den basischen 
Plasmafirbern sehr stark lipoidléslich, waihrend die- anderen gepriiften 
sauren Farbstoffe iiberhaupt nicht in die hydrophobe Phase gehen. 

Das Ausbleiben einer Vakuolenfarbung mit den Farbstoffen Indulin, 
Isaminblau und Opalblau in den Epidermiszellen der Blumenblitter ist 
auch wieder auf die Teilchengréfe zuriickzufiihren, wie Abb. 1 belegt. Ver- 
gleichen wir aber die Kurven von Indulin und Congorubin, so ist es auf- 
fallend, daB das Letztere noch von den Zellen aufgenommen wird, trotz- 
dem seine Diffusionshéhen in der Gelatine unter denen des Indulins liegen. 
Diese Ausnahme des Congorubins hangt wohl mit seiner Polydispersitit 
zusammen. Der Farbstoff besitzt neben einer hochkolloiden Phase noch eine 
von gréRerer Dispersitat, die allerdings nur in sehr geringen Mengen vor- 
handen ist, aber doch ausreicht, um eine, wenn auch nur schwache Vakuolen- 
farbung zu bedingen. Dasselbe trifft auch fiir die Farbstoffe Echtrot R, 
Vitalblau und bis zu einem gewissen Grade auch fiir Rose bengale zu. 

Im Elektrophoreseversuch fallt im Vergleich mit den basischen Farb- 
stoffen mit ihren sehr geringen Steighdhen in dem als Kathode dienenden 
Filtrierpapierstreifen die sehr groften Steighéhen der sauren Farbstoffe 
in dem als Anode dienenden Filtrierpapierstreifen auf. Dies ist wohl auf 
eine bedeutend starkere Dissoziation der meisten sauren Farbstoffe zuriick- 
zufiihren; zumal auch Leitfahigkeitsmessungen fiir die sauren Farbstoffe 
eine zum Teil ganz betrachtlich héhere Leitfahigkeit ergeben haben als fiir 
die basischen (Drawert, 1941). Nach Hiber (1926, S. 539) sind die Sulfo- 
siiurefarbstoffe in ihren héher dispersen Veriretern in bezug auf ihre 
clektrolytische Dissoziation den anorganischen Salzen vergleichbar. 

Von Interesse ist es noch, chemisch sehr nahe verwandte oder sogar iden- 
tische Farbstoffe aber verschiedener Herkunft in ihrem Verhalten zu ver- 
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gleichen. So sind in den Farbstofftabellen von Schultz (1931) Victoria- 
griin und Malachitgriin (s. Drawert 1940, S. 169) unter derselben Nummer 
aufgefiihrt, sie zeigen auch in der Tat eine weitgehende Ubereinstimmung in 
ihrem Verhalten der Zelle gegeniiber. In ihren physikochemischen Eigen- 
schaften sind aber doch geringe Unterschiede vorhanden. So ist der Farb- 
ton der Victoriagriinlésung griinblau und der des Malachitgriins unter 
gleichen Bedingungen blaugriin und weiter sind im Elekirophoreseversuch 
die Steighéhen des Malachiigriins fast dreimal so hoch als die des Victoria- 
griins. Malachiigriin besitzt auch im alkalischen Bereich eine Wanderungs- 
tendenz zur Anode, weist also amphoteren Charakter auf, der beim Victoria- 
griin in dem von mir untersuchten p,-Bereich nicht in Erscheinung tritt. 
Auch in den Léslichkeitsverhalinissen ist das Victoriagriin durch seine im 
Vergleich zum Malachitgriin starkere Affinitat zum Toluol ausgezeichnet. 
Wahrend im Ausschiitielversuch mit Toluol das Malachitgriin von p, 2—11,5 
in der wasserigen Phase bleibt, geht Victoriagriin von p,8 an quantitativ 
in das Toluol iiber. Zwischen Safranin und Safranin T sind die Unterschiede 
nur geringfiigig. Safranin T scheint etwas schwacher dissoziiert zu sein als 
Safranin und ist deshalb etwas lipoidlislicher. In den Vitalfairbungsver- 
suchen unterscheiden sich beide Farbstoffe in dem Farbiton der Membran- 
farbung. Safranin farbt die Zellwande rotbraun und Safranin T rein rot. 
Auferdem sind auf Grund der etwas starkeren Dissoziation die Zellwande 
mit Safranin bis -p, 10 gefarbt, wahrend mit Safranin T die Zellwand- 
farbung nur bis p,9 zu beobachien ist. 

Von den sauren Farbstoffen wird Opalblau und Wasserblau (s. Dra- 
wert 1941, S. 44) im Schultz unter derselben Nummer gefiihrt. Im Vital- 
farbungsversuch stimmen beide in ihrer Unaufnehmbarkeit iiberein. Diese 
beiden Farbstoffe sind aber auch in ihrem physiko-chemischen Verhalten 
identisch. 

Aus den Versuchsergebnissen geht hervor, daf der in der Einleitung 
erwahnte Satz von Hofmeister (1940), dafi Capriblau, Methylengriin, 
Methylenviolett und Phenosafranin Beispiele fiir nicht permeierende Farb- 
stoffe sein sollen, nicht verallgemeinert werden darf. Capriblau wird im 
Zellsaft der Zwiebelepidermen und in den Gerbstoffzellen von Sempervivum. 
gespeichert, das Plasma dieser Zellen muf also fiir den Farbstoff permeabel 
sein. Auch die anderen drei Farbstoffe farben zwar vorwiegend das Plasma 
und den Kern, miissen demnach zum wenigsten intrameieren, aber ein 
Teil der Zellen, vor allem der Unterepidermis von Allium, speichern auch 
diese Farbstoffe in der Vakuole, was naturgemaf eine Permeationsfahigkeit 
voraussetzt. 

Auf die allgemeinen Schluffolgerungen aus den vorliegenden Ergeb- 
nissen soll erst nach Mitteilung der fluoreszenzoptisch erhaltenen Befunde 
in einer folgenden Arbeit eingegangen werden. 


IV. Zusammenfassung 


Von 16 basischen und 12 sauren Farbstoffen wird in Erganzung vorher- 
gehender Veréffentlichungen die Wanderung im elektrischen Feld, der Ver- 
teilungskoeffizient zwischen Wasser und Chloroform sowie Chloroform 


TT 
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+ Olsiiure in Abhaingigkeit von der Aziditaét der Farbstofflésung untersucht. 
Weiter wird ihr Diffusionsvermégen in einem 10prozentigen Gelatinegel 
und die Aufnahme und Speicherung dieser Farbstoffe durch die lebende 
Zelle gepriift. Die Farbstoffe fiigen sich im allgemeinen der friiher auf- 
gestellten Regel, daff schwach dissoziierte und auch im stiarker sauren Be- 
reich gut lipoidlésliche basische Farbstoffe sich vorwiegend als Kern- und 
Plasmafarber eignen, wahrend die starker dissoziierten und nur im alkali- 
schen Bereich gut lipoidléslichen basischen Farbstoffe gute Membranfarber 
sind und unter geeigneten Bedingungen vor allem in der Vakuole gespei- 
chert werden. Dementsprechend erhalt man bei den sauren Farbstoffen 
auch nur mit den schwacher dissoziierten, im sauren Bereich gut lipoid- 
léslichen Vertretern vitale Kern- und Plasmafarbungen. Die stark dis- 
soziierten, nicht lipoidléslichen Vertreter werden dagegen nur vom Zell- 
saft bestimmter Zellsorten (Blumenblatter) aufgenommen. Von einer be- 
stimmten Teilchengréfe ab findet auch unter sonst fiir die Speicherung des 
Farbstoffes optimalen Bedingungen keine Aufnahme statt. 
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Die Kutikula der Pflanzen ist chemisch und physikalisch wohl kaum ein 
so indifferentes Haiutchen, wie es auf Grund der alteren Literatur iiber die 
Kutikulartranspiration (vgl. Burgerstein 1904, 1920, 1925) einerseits, ihrer 
auRerordentlich groRen Widerstandsfahigkeit auch aggressivsten Agentien 
gegeniiber (Wisselingh) anderseits den Anschein hat. Giumann (1936, 
1942) konnte an einer Reihe von Pflanzen verschiedener dkologischer Typen 
feststellen, dai die Widerstande der Kutikula gegeniiber dem Wasserdurch- 
tritt irreversiblen oder zum Teil auch reversiblen Anderungen unterliegen 
kénnen; als Ursache werden Anderungen in der Verkniipfung der Molekiil- 
ketten bzw. der Dichte des Maschenwerks der Kutinmolekiile angenommen‘’. 
Vollkommen unabhingig davon sind wir, ausgehend von zellphysiologischen 
(Hartel 1939) sowie freilandékologischen Beobachtungen (Hartel 1943) 
zu ahnlichen.Ergebnissen gelangt. Wir fanden, daf die Durchlassigkeit der 
Kutikula durch das Ionenmilieu, und zwar sowohl durch H’- und OH’-Ionen 
(1947) als auch durch Metall- und durch Anionen (1949, 1950), verandert 
wird. Offenkundige Zusammenhiange der dabei erhaltenen Ionenreihen mit 
den lyotropen Eigenschaften der Ionen deuten auf Quellungsvorgange 
innerhalb der Epidermis-Aufenwande als Regulatoren der Durchlassigkeit. 
Stark quellungsférdernde Agentien wie H’- und OH’-Ionen, Li’-, J’- bzw. 
CNS’-Ionen verursachen unter normalen Versuchsbedingungen an Epi- 
dermen verholzter Triebe bzw. an Apfeln niedrigere Werte der kutikularen 
Wasserabgabe als quellungshemmende bzw. weniger quellungsférdernde 
Ionen wie z. B. Ca*’-, SO,’’- oder Cl’-Ionen. Uber die Wirkungen solcher 
Ionenreihen auf die kutikulare Wasserabgabe der Blatter liegen unseres 
Wissens noch keine eingehenderen Beobachtungen vor. 


Die in der Literatur in groRer Zahl vorliegenden Untersuchungen iiber den Salz- 
einflu& auf die Transpiration (vgl. Burgerstein, Seybold) sind hinsichtlich der 
kutikularen Wasserabgabe kaum auswertbar; sie gehen meist von ganz anderen 








1 Fogg schloR aus Bestimmungen des Benetzungswinkels auf reversible An- 
derungen der physikalischen Beschaffenheit der Kutikula bei verschiedenem Wasser- 
gehalt, Alter usw. 
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Fragestellungen aus und griinden sich in der Regel auf langfristige Kulturversuche 
in den betreffenden Lésungen, wobei natiirlich Wasseraufnahme, strukturelle 
Anderungen usw. mit zu beriicksichtigen sind. Ferner beziehen sich diese Unter- 
suchungen fast durchwegs ausschlieflich auf die Gesamttranspiration, wobei kein 
Riickschlu& auf die Héhe des kutikularen Anteils méglich ist. Immerhin lat sich 
aber aus diesen Versuchen (wir erwahnen vor allem Hansteen-Cranner, Reed, 
Kisser) eine héhere Transpirationsrate bei Kultur der Pflanzen in Ca”-Liésungen 
als in K’-Lésungen entnehmen. Diese Unterschiede kénnen nicht auf die stomatire 
Komponente allein zuriickgefiihrt werden, da das Ca” gerade die SchlieRtendenz 
der Spaltéffnungen férdert (Weber). Anderseits konnte Hansteen-Cranner 
auch an Modellmembranen, die aus praparierten Zellwanden hergestellt und mit 
CaCh-Lésungen getrinkt worden waren, héhere Verdunstungswerte beobachten, 
als dies nach Behandlung mit KCl-Lésungen der Fall war; bei Verwendung von 
Pergamentpapier blieb der Effekt aus. Daf Salze auch im kurzfristigen Versuch 
die Transpiration zu erhéhen imstande sind, konnte Wienke an Reben und 
Vesque an abgeschnittenen Zweigen von Syringa vulgaris zeigen; doch auch diese 
Versuche sind hinsichtlichh der kutikularen Transpiration allein nicht auswertbar. 
Daf sich Ca‘*-Liésungen auf die ,,reinkutikulare* Transpiration (im Sinne Giu- 
manns) férdernd auszuwirken vermégen, konnte anlaflich der Untersuchung der 
Wirkung der Kupferkalkbriihe gezeigt werden (Hartel 1949); schlieflich deuten 
bereits 1947 mitgeteilte orientierende Beobachtungen auf ein ahnliches gegensinniges 
Verhalten von Quellungsférderung und Anderung der Kutikulartranspiration. 


Eine nahere Kenntnis der Salzwirkungen auf die Widerstande innerhalb 
der Epidermisaufenwande verdient nicht nur vom physiologischen Stand- 
punkt aus Beachtung, denken wir nur z. B. an die Frage der kutikulairen 
Rekretion (Arens, Lausberg, Engel) oder an die Wirkungen der Be- 
netzung auf die Wasserabgabe (Wiesner, Rudolph, Giumann u. a. m.); 
das Verhalten der Kutikula gegeniiber Ionen diirfte auch hinsichtlich ihres 
Feinbaues und des Wirkungsmechanismus von Interesse sein. Die wichtig- 
sien Ergebnisse unserer diesbeziiglichen Versuche (sie griinden sich auf etwa 
25.000 Einzelbestimmungen) sind im folgenden dargestellt. 


1. Versuchsmethoden 


Die Methodik war zum Teil die gleiche wie bei unseren Versuchen iiber die 
p,-Abhangigkeit der Kutikulartranspiration (Hartel 1947) bzw. der lonenwirkun- 
gen auf Periderme usw. (1950). Die Salze wurden durch Eintauchen der Blatt- 
spreiten in (meist n/50) Salzlésungen auf die Blatter aufgebracht, wobei streng 
darauf geachtet wurde, daf® die Schnittflaichen aus der Lésung herausragten und 
sich an den Trieben keine Verletzungsstellen befanden, um eine Salzaufnahme durch 
die Leitungsbahnen zu verhiiten. Nach 1—3stiindiger Einwirkungsdauer wurde die 
anhaftende Fliissigkeit abgeschleudert und der verbleibende Fliissigkeitsfilm auf- 
trocknen gelassen. Zwar ist bei diesem Vorgehen die schlieBlich auf die Blatter 
einwirkende Salzkonzentration héher als in den Lésungen; bei gleicimafiger Be- 
handlung sind jedoch die erhaltenen Werte gut vergleichbar, die Streuung innerhalb 
der Parallelversuche (meist 3—5 zu je 3—5 Blattern) bleibt meist in durchaus er- 
traglichen Grenzen (s. u.). Werden dagegen die Salzlésungen von den Blittern 
auch nur kurz in destilliertem Wasser abgespiilt, so steigt die Streuung, offenbar 
durch ungleichmafige Auswaschung der Salze (und in der Folge durch unvergleich- 
bare wirksame Konzentrationen), auf ein Mehrfaches an. Wahrend des Transpira- 
tionsversuches wurden die Blatter entweder auf grobmaschige Drahtgitter (Gitter- 
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presse) ausgelegt oder frei in Reagensglasgestellen u. dgl. befestigt, so da die 
gegenseitige Beeinflussung méglichst gering war. — Parallel zu diesen ,,Eintauch- 
versuchen“ wurden beblatterte Zweige in Reagensgliser, die mit n/50-Lésungen 
der Salze gefiillt waren, eingestellt, so daf die Salzlésungen mit dem Transpirations- 
strom aufsteigen konnten (,,Aufsaugversuche’). Die Gewichtsverluste wurden bei 
den Eintauchversuchen in Zwischenriumen von 2 bis 6 Stunden (angefangen vom 
auRerlich vollkommenen Auftrocknen des Fliissigkeitsfilmes) mittels einer Schnell- 
waage auf mg genau bestimmt, bei den Aufsaugversuchen durch Wagung der Zweige 
samt Eprouvette in 12-Stunden-Abstanden (fallweise auch kiirzer) vom Zeitpunkt 
des Einstellens an. — Die Ausschaltung der stomatiren Komponente der Transpira- 
tion wurde bei allen Versuchen durch eine mindestens 12stiindige Dunkelstellung 
der Blatter vor Versuchsbeginn erreicht; da die Zweige oder Blatter waihrend dieser 
Zeit in Wasser eingestellt waren, erschien damit auch ein stets vergleichbarer Satti- 
gungszustand gewihrleistet. Vor Versuchsbeginn iiberzeugten wir uns durch Infil- 
tration einiger Blatter mit Petrolather vom geschlossenen Zustand der Spalten. 
Zwischen den Wagungen verblieben die Blatter entweder im Kasten, oder sie wur- 
den im gedaémpften diffusen Licht des Zimmerhintergrundes aufgestellt. Es konnte 
nie beobachtet werden, daf sich die einmal geschlossenen Spalten unter diesen Be- 
dingungen wieder geéffnet hiatten (Fille starken Welkens ausgenommen, solche 
Versuche wurden aber nicht ausgewertet). Immer wieder durchgefiihrte Parallel- 
serien mit unterseits verschmierten Blattern ergaben qualitativ und auch meist 
quantitativ die gleichen Resultate, so daf eine gréRere Reihe von Versuchen an 
unverschmierten Blattern durchgefiihrt werden durfte (iiber die Méglichkeit einer 
Verfalschung der Transpirationswerte durch Verschmieren, vg]. Hartel 1947). Die 
Temperatur im Versuchsraum betrug im allgemeinen 18—22°, die relative Feuchtig- 
keit 60—70%, die durchschnittlihhe Verdunstung der freien Wasserfliche etwa 
300 mg/qem . h. 


Als BezugsgréRe diente in der Regel die Blattfliche, die meist durch direktes 
Planimetrieren der Blatter iiber einer Glas- oder Cellophanplatte ermittelt wurde. 
Haufig konnte jedoch, namentlich dort, wo es lediglich auf die prozentualen Unter- 
schiede innerhalb ein- und derselben Versuchsreihe ankam, mit dem Bezug auf das 
Anfangsfrischgewicht das Auslangen gefunden werden. Eine interessante Beob- 
achtung, die sich beim Vergleich der Transpirationsiénderungen ergab, soll bereits 
hier Erwaéhnung finden: wir suchten zunichst allfallige individuelle Verschieden- 
heiten zwischen den einzelnen Proben dadurch auszuschalten, daf wir die durch die 
Behandlung mit Salzlésungen hervorgerufenen Anderungen der Kutikulartranspi- 
ration auf die Anfangstranspiration der jeweiligen Probe bezogen; dabei traten aber 
oft auferordentlich grofe Streuungen auf; sie verringerten sich aber sofort auf ein 
ertrigliches Ma, sobald die (fléchen- oder gewichtsbezogenen) Transpirationswerte 
ohne Riicksicht auf jeweilige Anfangstranspiration untereinander direkt verglichen 
wurden. So verringerte sich bei Syringa vulgaris der mittlere Fehler von + 8,3% 
auf + 3.9%, bei Thuja occidentalis in einem extremen Fall von + 13,3% auf 
+ 4,1%! Als Ursache dieser Erscheinung miissen wir, unserer Darstellung etwas 
vorgreifend, einen auch bei augenscheinlich einheitlidiem Material verschieden hohen 
Salzgehalt der obersten Blattschichten (vgl.-Arens) annehmen. Diese durch den 
Transpirationsstrom herangefiihrten oder auch von aufen her eingelagerten Salze 
verindern offenbar die Wasserabgabe in unkontrollierbarer Weise und in einem 
die unvermeidbare individuelle Streuung iibersteigenden Ausmafe. In den Salz- 
lésungen werden diese Unterschiede durch Auswaschung wenigstens zum Teil aus- 
geglichen, wodurch die Transpirationswerte nach der Behandlung mit den L6- 
sungen wesentlich besser vergleichbar wurden. Es wurde daher in der Regel vor 
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der Vorperiode im Dunkeln eine je nach dem Objekt verschieden (2—6 Std.) lange 
Wiasserung in Leitungs- und anschliefend in destilliertem Wasser vorgenommen. 
Fiir eine derartige Salzwirkung spricht auch die Beobachtung, daf die Versuchs- 
lésungen immer nur ein- oder héchstens zweimal verwendet werden konnten, bei 
ofterem Gebrauch kam es zu Unregelmifigkeiten im Versuchsausfall, die, wie 
spater gezeigt werden wird, gleichfalls auf die aus den Blattern herausgelésten 
Salze zuriickfiihrt werden miissen; u. U. kann sich der Richtungssinn der Reihen 
vollkommen umkehren! (Vgl. S. 120.) Leider stand kein LeitfaihigkeitsmeRgerat zur 
Verfiigung, um dies naher zu verfolgen; der deutliche Ausfall der Oxalatreaktion 
in solchen mehrmals gebrauchten Lésungen spricht sehr fiir eine derartige zusitz- 
liche Salzwirkung. Schon diese bei den Vorversuchen gemachten Beobachtungen 
lassen also erkennen, daf& die Kutikulartranspiration der Blatter in recht emp- 
findlicher Weise auf Salze reagieren kann. 

Trotz dieser Vorsichtsmafnahme ist die Fehlerbreite allerdings manchmal 
nicht klein genug, um, namentlich bei geringen Anderungen der Kutikular- 
transpiration, die Anordnung benachbarter Werte véllig zu sichern. Weiter aus- 
einanderliegende Glieder der Reihe bzw. die Endglieder liegen stets auferhalb 
des wahrscheinlichen Fehlers (Versuche, die dieser Bedingung nicht geniigten, 
wurden ausgeschieden und wiederholt), so daf der Richtungssinn stets eindeutig 
festliegt. Die Hiaufigkeit, mit der sich die Mittelwerte der iibrigen Glieder da- 
zwischen immer wieder zu den bekannten Reihen anordnen liefen, machen jedoch 
auch diese Anordnung zu einem sehr hohen Grade wahrscheinlich. 


2. Experimenteller Teil 
a) Eintauchversuche 
Betrachten wir zunachst die Anderungen der Kutikulartranspiration 
nach auferlicher Applikation der n/50-Salzlésungen durch Eintauchen der 
Blatter. Zur besseren Ubersicht sind in nachstehender Tab. 1 die Transpira- 
tionswerte auf die Kutikulartranspiration des ersten Gliedes der Reihe = 100 
bezogen. 


Tab. 1. Eintauchversuche mit Kationenreihen (n/50-Chloride). 














| Liv | Na’ | NH, | K* | Ca‘’| Sr’* | Ba” 
Thuja occidentalis. ..... | 100 | 102 | a | 105 75 | 104 | 114 
Picea Abies.......... | 100 | 104 | 108 | 130 | 101 | 156 | 141 
Buxus sempervirens ... . | 100 | 132 | 138 | 137 | 238 | 291 | 260 
Syringa vulgaris.......| 100 | 108 | — | 109 | 76 | 938 | 100 
Liquidambar styracifiua..| 100 | 127 | — | 140 | 190 | 149 | 167 


Innerhalb gleicher Wertigkeit ordnen sich die Kationen eindeutig zu 
Reihen an; dem stark hydratisierten und auf Gelatine stark quellend 
wirkenden Li’-Ion sind durchwegs niedrigere Transpirationswerte zuge- 
ordnet als dem K’-Ion. Na’ und NH, entsprechen in ihrer Stellung der 
Anordnung der Hofmeisterschen Reihen. Ahnliches ist fiir die zweiwertigen 
Tonen festzustellen, auch ihre transpirationserhGhende Wirksamkeit nimmt 
mit dem Ionenradius zu. Der Richtungssinn sowohl der ein- als auch der 
zweiwertigen Ionen entspricht demnach einer Adsorptionsreihe (Michae- 


lis). 


— 
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Das Barium allerdings fallt 6fters aus der Reihe (z. B. bei Buxus), indem es 
einen gegeniiber Strontium niedrigeren Transpirationswert bewirkt. “Es ist denk- 
bar, da& das Barium mit der Atmungs- oder Luftkohlensdure das Léslichkeits- 
produkt iiberschreitet, so daf& es zu einer Festlegung als Karbonat kommt, womit 
die Wirksamkeit der freien Ba‘ *-Ionen abnehmen muf (vgl. S. 125). Gelegentliche 
Umkehrungen, die bei wiederholter Versuchsanstellung innerhalb von Ionenpaaren 
oder selbst Ionengruppen vorkommen kénnen, werden uns spiter noch inter- 
essieren; sie erweisen sich als experimentell kontrollierbar. 


Der Ubergang von den 
ein- zu den zweiwertigen Tab. 2. Wirkung von Ionen verschiede- 
Ionen vollzieht sich etwas mer Wertigkeit auf die Kutikulartran- 
weniger regelmaftig. Bei Bu- SPitation (Eintauchversuche, —n/50-Chloride). 








xus liegt der Ca”-Wert iiber | LiCl | CaCl] AICI, 
dem des K’, bei den iibrigen 

dagegen darunter. Ziehen Liquidambar styraciflua ~~ 100 139 175 
wir jedoch nicht das Kalium, Quercus patraea........ 100 | 120 | 153 


sondern das Anfangsglied 
der Reihe, also das Lithium, 
zum Vergleich heran, so er- 
gibt sich fiir,eine Reihe von 
Versuchspflanzen ein deutlicher Anstieg der kutikularen Wasserabgabe 
mit zunehmender Wertigkeit der Ionen. 

Vergleichen wir die ,,relativen“, d. h. die auf die jeweiligen Li ‘-Werte be- 
zogenen Transpirationsraten der kutikularen Wasserabgabe, so kénunen wir 
auch hier ein Ansteigen mit der Wertigkeit bzw. der dehydratisierenden 
Wirkung der Ionen feststellen. Wahrend das Li’ die Transpiration gelegent- 
lich auch unter den Wasserwert driicken kann, sind die durch das Ca‘*’- und 
insbesonders Al‘*’-Ion bewirkten Transpirationsraten héher als die Kon- 
trollen. Solche Reihen sind allerdings nur an derben, mit einer starken 
Kutikula versehenen Blattern deutlich, zartere zeigen namentlich nach Be- 
handlung mit Aluminiumlésungen Stérungen, die Wasserabgabe nimmt 
dann wiederum ab, bisweilen sogar unter den Wasserwert. Da solche Blatter 
auch schon duferlich meist geschadigt aussehen, sind derartige Reaktionen 
wohl als pathologisch anzusprechen; auf ihre Wiedergabe kann daher ver- 
zichtet werden. 


Parthenocissus tricuspidata .| 100 | 165 | 235 
Buxus sempervirens...... 100 | 238 | 263 








Tab. 3. Wirkungen der Anionen (n/50-K-Salze) auf die Kutikular- 
transpiration (KCl-Transpiration — 100). 








| Zitrat | Tartrat | SO,"| CI’ | Br’ | NOs | J’ | CNS’ 
Thuja occidentalis . . . q 84 95 | 94 | 100 | 103 | 126 | 144 | 190 
Picea Abies ........ 74 | 96 | 98 | 100 | 110 | 118 | 143 | 104 
Taxus baccata...... 41 | 96 | 98 | 100 | 109 | 124 | 135 | 110 
Syringa vulgaris... .. rate re — 100 | 124 | 130 | 138 | 164 
Liquidambar styraciflua | — oe 94 | 100; 95 | 145 | 152 | — 
Buxus sempervirens. . . _— _ 97 | 100 108 | _— 142 97 
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Auch die Anionen (als K-Salze geboten) ordnen sich hinsichtlich ihrer 
Wirkung auf die kutikulare Wasserabgabe zu klaren Reihen an. 

Aus Tab. 3 ist wiederum ein eindeutiger Anstieg der kutikularen Wasser- 
abgabe mit abnehmender Hydratation der Ionen zu erkennen. Die Anionen- 
reihen haben also gleichfalls das Aussehen von Adsorptionsreihen. Das am 
starksten hydratisierte Zitrat- und Tartrat-Ion senkt die kutikulare Wasser- 
abgabe am ausgiebigsten, und zwar regelmaftig unter den Wasserwert. Es 
darf hiebei allerdings nicht iibersehen werden, daft auch p,-Wirkungen 
daran beteiligt sein kénnen; die Lésungen der genannten Salze reagieren 
infolge Hydrolyse alkalisch, so daft allein dadurch die Wasserabgabe herab- 
gesetzt werden kénnte (Hartel 1947). Eine extreme Hemmung der Transpi- 
ration durch das K-Oleinat bis auf 12% des Vergleichs (Cl’-)Wertes (in 
obige Tabelle nicht aufgenommen da Oleinat nur fallweise zu den Ver- 
suchen herangezogen wurde) ist wohl sicher in p,-Wirkungen begriindet. 
Ahnlich wie bei den Kationen fallen auch die Endglieder der Anionenreihe, 
vor allem das CNS’-Ion, bisweilen aber auch das SO,’’-Ion aus der Reihe, 
bei letzterem kénnte an eine Festlegung als CaSO, gedacht werden (vgl. 
S. 125). 

b) Aufsaugversuche 


Uber die Methodik dieser Versuche wurde bereits das Wesentliche mit- 
geteilt (S. 109). In Tab. 4 sind in gleicher Weise wie bei den Eintauch- 
versuchen die Reihen fiir einige Pflanzen zusammengestellt, wobei die 
‘Werte fiir die kutikulare Wasserabgabe jeweils auf die Transpiration nach 
KCl-Behandlung-100 bezogen wurden. 


Tab. 4. lonenreihen der kutikularen Wasserabgabe nach 48stiin- 
digem Aufsaugen von n/50-Salzlésungen (Transpiration in KCl — 100). 




















Kationen (Chloride) Li’ | Na’ | K* | Ca‘’| Sr° | Ba” 
Thuja occidentalis... . | 46 | 61 | 100 | 74 80 | 89 
Taxus baccata ...... | a 85 | 100 | 135 | 152 | 119 
Buxus sempervirens. . . | 87 | 93 | 100 92 | 8 | 94 
Liquidambar styraciflua | 48 | 57 | 100 | 54 | 56 | 68 
Syringa vulgaris..... 58 | 92 | 100 50 | 54 77 
Pred Mile fc. ese | 58 | — | 100] 87 96 | - 

Anionen (K-Salze) | Tartrat | Zitrat SO,” | Cl’ NO,’ | Br J CNS’ 
Thuja occidentalis....| 124 — | — | 400 | 190 | 130 | 129 | 200 
Taxus baccata ...... 40 85 | — | 100 | 108 | 121 | 133 | 107 
Buxus sempervirens... . —_ — 88 | 100 | 89 | 87 74 57 
Liquidambar styraciflua | — — 68 | 100 | 107 | 107 | 142 | 162 
Syringa vulgaris... .. > ae oak gee ae ae 
Picea Abies........ =. 99 | det | 100 114 | 123 | 147 | 107 
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Auch bei dieser Versuchsanstellung ergeben sich die gleichen Reihen wie 
bei den Eintauchversuchen; wiederum ist nach Lithiumbehandlung die 
Wasserabgabe am niedrigsten, sie liegt in der Regel gleichfalls unter den 
(in den Tabellen nicht angefiihrten) Wasserkontrollen; Analoges gilt fiir 
die stark hydratisierten Anionen. Mit zunehmendem Hydratationsgrad der 
Ionen steigt, wie im Eintauchversuch, die kutikulare Wasserabgabe an, und 
zwar gleichsinnig bei den Kationen und Anionen. Innerhalb der zweiwer- 
tigen Kationen ist, abgesehen von Buxus (vgl. weiter unten) die gleiche 
Tendenz offenbar; sogar die bei den Eintauchversuchen aufgetretene Sonder- 
stellung des Barium- und des Rhodan-Ions kehrt bei dieser Versuchsanstel- 
Jung wieder. Der Ubergang vom K’ zum Ca” ist ahnlich unregelmafig wie 
bei den Eintauchversuchen; auch hier werden die ein- und zweiwertigen 
Ionen besser vergleichbar, wenn die Anfangsglieder der Reihen einander 
gegeniibergestellt werden. 

Bei beiden Versuchsanordnungen ergeben sich also trotz der bei den Aufsaug- 
versuchen zu erwartenden weit gréferen und unkontrollierbaren Fehlerméglich- 
keiten gleichartige Verhaltensweisen. Eine gréfere Unsicherheit des Versuchsaus- 
falles muf einmal in der verschieden groRen Wasserdurchstrémung der Blatter und 
einer damit in Zusammenhang stehenden verschieden starken Salzablagerung in den 
auReren Epidermisschichten erwartet werden; weiter entzieht es sich unserer Kennt- 
nis, welcher Anteil der mit dem Transpirationsstrom aufgesogenen Salze auf dem 
Wege zu den transpirierenden Organen weggespeichert wird. Diese Fehlerméglich- 
keit diirfte wohl bei den zweiwertigen Ionen stirker ins Gewicht fallen, was sich 
in der Tat auch in einer gréferen Fehlerbreite ausdriickt. In giinstigen Fallen 
scheinen aber all diese Fehlerméglichkeiten doch geringer zu sein als die durch die 
Ionen bewirkten Anderungen der kutikularen Wasserabgabe, so daft es zum Auf- 
treten gleicher Reihen wie beim Eintauchversuch kommt. 

Selbstverstandlich sind solche klare Reihen und insbesondere die geschil- 
derte Ubereinstimmung von Eintauch- und Aufsaugversuchen nicht an allen 
Blattern in gleicher Vollstandigkeit reproduzierbar. Namenilich bei zarteren 
Blattern kommt es haufig zu Unregelmafigkeiten, ja, auch zu Umkehrungen 
der Reihen. Im allgemeinen besteht jedoch hiebei kein direkter Zusammen- 
hang mit der Starke der Kutikularisierung oder der Widerstandsfahigkeit 
des Blattes etwa gegen Welken usw. So ergaben Syringa-Blatter noch klare 
Reihen (eine gewisse Bereitschaft zu Unregelmafigkeiten ist allerdings nicht 
zu verkennen), anderseits kommt es z. B. bei dem derbblattrigen Buxus 
im Aufsaugversuch zu einer gegeniiber dem Eintauchversuch genau ent- 
gegengesetzten Anionenreihe. Solche Abweichungen sind aber keineswegs 
Zufalligkeiten, es zeigt sich vielmehr, daf auch sie experimentell kontrollier- 
und reproduzierbar sind. Fiir den Ausfall der Aufsaugversuche spielt nam- 
lich der Zeitfaktor, fiir die Eintauchversuche die Konzentration der Lésungen 
eine wichtige Rolle, wobei zwischen beiden ein direkter Zusammenhang 
besteht. Bestimmt man wahrend des Aufsaugversuches die Transpirations- 
raten innerhalb hinreichend kurzer Zeitraume (2—4 Sid.) und vergleicht die 
dabei sich ergebenden Ionenreihen, so kann man an einigen Pflanzen eine 
Umkehr der Reihen nach einer mehr oder weniger langen Zeit beobachten. 
Tab. 5 gibt hiefiir zwei Beispiele. 

Wir erkennen bei beiden morphologisch so verschiedenen Blattern ein 
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weitgehend iibereinstimmendes Verhalten. Zu Beginn des Versuches férdert 
das Li’ die Wasserabgabe deutlich gegeniiber dem K’‘; etwa nach einem 
Tage treten (bei Syringa) unregelmafige Reihen auf, die nach etwa 30 bis 
48stiindiger Versuchsdauer den aus unserer bisherigen Darstellung bekann- 
ten, der quellungsférdernden Wirkung entgegengesetzten Reihe Platz 
machen. Fiir die Anionen gilt das gleiche. Auch innerhalb der zweiwertigen 
Ionen kann es zu ahnlichen Umkehrungen kommen; diese ist z. B. bei 
Syringa mit aller Deutlichkeit ausgepragt, wahrend bei Thuja die vom Ca" 
zum Ba‘’ ansteigende 

Tab. 5. Anderung des Richtungssinnes der Tendenz bereits zu 
Transpirationsreihen mit fortschreitender Versuchsbeginn  vor- 
Versuchsdauer (Aufsaugversuche) (Transpiration handen ist. Der Ver- 
in KCl-Lésung behandelter Pflanzen = 100). gleich der Wirkung 
Thuja occidentalis von K* und Ca” fiihrt 
Kationen | LiCl | NaCl| KCI ]CaCk| SrCl |Back, Zur Feststellung, daft 
zu Beginn des Ver- 

nach 9 Std. 172 150 100 | 126 | 180 | 188 suches in beiden Fallen 
nach 48 Std. | 47 | 66 | 100] 77) 79} 89 °& (sie lassen sich noch 
' : weiter vermehren, doch 
wollen wir aus Griin- 
nach 9 Std. | 100 62 den der Raumerspar- 
| nis von einer weiteren 














Anionen a Se RS | 























ee | |e Anfiihrung absehen) 

die ,,Ca‘’-Transpira- 

Syringa vulgaris tion iiber der ,K’- 
Kationen LiCl | NaCl | KCl | CaCl, BaCl. Transpiration” liegt; 

| | das Ca"’ fiihrt aber im 

nach 6 Std. | 114 | 109 | 100 | 111 64 gl gg weg oe 
nach 22 Std. | 154 | 201 100 88 | 118 zu einem rascheren 
nach 30 Std. | 59 92 | 100 | 50 | 83 Transpirationsabfall, 
so daB sich schlieBlich 

Anionen KCI | KBr | KJ das Verhiltnis der bei- 

| den Werte umkehrt.. 

nach 6 Std. 100 | 98 47 Dies ist sicherlich mit 

nach 22 Std. 100 | 100 | 94 ein Grund, fiir das un- 


| 
nach 30 Std. | 100 | 83 | 54(beginnen- regelmiltige gegensei- 
' de Schidigung) tige Verhiltnis der K ’- 
und Ca’ ‘-Werte. 


c) Einflu& der Salzkonzentration 


Wir miissen nach den bisherigen Versuchen annehmen, daft beim Auf- 
saugversuch die Salze von innen an die Epidermisaufenwande herange- 
bracht werden und dort die gleichen Wirkungen wie bei auferlicher Appli- 
kation entfalten. Demnach miifte es sich bei der Umkehrung der Reihen 
im Laufe des Aufsaugversuches um einen Konzentrationseffekt handeln und 
es erhebt sich nun die Frage, ob nicht ahnliche Umkehrungen auch durch 


verschiedene Salzkonzentrationen auf dem Wege des Eintauchversuches er- 
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halten werden kénnen. Dies ist tatsichlich méglich, wie dies nachstehende 
Tab. 6 fiir die gleichen, in Tab. 5 angefiihrten Versuchspflanzen zeigt. 

Von auften an die Blatter herangebrachte Salzlésungen verandern dem- 
nach in geringer Konzentration (n/1000) die Transpiration der Blatter genau 
in der gleichen Weise, wie dies waihrend der ersten Stunden im Aufsaug- 
versuch der Fall ist, namlich nach der Reihe Li>K; dieselben Salze, in 
hoéherer (n/10) Konzentration geboten, ergeben dann die gléichen Reihen wie 
im Aufsaugversuch nach der normalerweise eingehaltenen Versuchszeit von 
48 Stunden und entspre- 


chender Salzanreicherung Tab. 6 Ionenreihen der Kutikulartran- 
in der Epidermis, ném- spiration bei verschiedenen Konzen- 
lich die Reihe Li<K. trationsstufen (Eintauchverfahren). 

Die Umkehr erfolgt bei 
einer Konzentration zwi- Thuja occidentalis | LiCl | KCI |CaCl,| KCl | KJ 
schen n/10 und n/100. In 














einer Reihe von Ver- alten | 128 | 100 | 108 | 100 8 
suchen ergaben sich in n/100 107 | 100 | 114 | 100 113 
n/30-Lésungen noch die n/10 | 94 | 100 | 108 | 100 — 
gleichen Reihen wie in 
n/50-Lésungen, so daft in Syringa vulgaris | LiCl | KCI | CaCl 
diesen Fallen die Umkehr | 

des Richtungssinnes der n/1000 109 100 107 
Reihen zwischen den Kon- n/100 108 | 100 | 113 
zentrationsstufen  n/50 n/10 | 92 | 100 | 96 


und n/i00 angenommen | 

werden muft. Ob verschie- 

dene, in diesem Konzentrationsbereich zu beobachtende Unregelmafigkeiten 
in der Anordnung der Ionen zu Reihen auf eine verschiedene Lage des Um- 
kehrpunktes oder nur auf eine gréfere Fehlerbreite zuriickzufiihren sind, 
wurde als Frage untergeordneter Bedeutung nicht naher untersucht. Bei 
Syringa kehrt sich auch das Verhaltnis zwischen K* und Ca‘’ im gleichen 
Sinne um, wie dies wahrend des Aufsaugversuches (Tab. 5) der Fall ist. 
Bei Thuja findet sich allerdings keine Parallele hiezu; wir werden aber auf 
diese Pflanze in anderem Zusammenhang noch zuriickkommen. 

An einigen der zu den Versuchen herangezogenen Pflanzen konnten in- 
des Transpirationsreihen gefunden werden, die von dem bisher dargestellten 
Typus mehr oder weniger abweichen. Wir haben bereits darauf hinge- 
wiesen, dafi Buxus im Aufsaugversuch eine andere Anionenreihe ergibt; 
wahrend im Normalfall die Transpiration vom Cl’ zum J’ ansteigt und dies 
bei Buxus im Eintauchversuch auch der Fall ist, nimmt die Anionenreihe 
beim Aufsaugversuch einen gegensinnigen Verlauf, namlich eine Abnahme 
vom Cl’ zum J’. Aber auch dieses Verhalten findet beim Vergleich des zeit- 
lichen Ablaufes des Aufsaugversuches einerseits und des Eintauchversuches 
mit steigenden Konzentrationen anderseits seine Bestatigung. 

Zu Beginn des Aufsaugversuches und iibereinstimmend damit nach Be- 
handlung der Blatter mit den niedrigsten Konzentrationen im Eintauch- 
versuch steigt die Wasserabgabe vom Li’ zum K‘ an, wohingegen sie durch 
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Anionen vom Cl’ zum J’ fortschreitend immer starker gehemmt wird. Diese 
Reihen decken sich somit véllig mit den an Cornus- und anderen Epidermen 
gefundenen (Hartel 1950), sie weichen indes von dem bisher besprochenen 
Typus deutlich ab. Aber auch die an Buxus gefundenen Reihen kehren in 
héheren Konzentrationsstufen ihren Richtungssinn um, so daft in den n/10- 
Lésungen die Héhe der Wasserabgabe den Reihen K< Li bzw. Cl< J 
folgt; beim Jod’ machen sich in diesen hohen Konzentrationen allerdings 
bereits Schadigungen des Blattes stérend bemerkbar. Man erkennt ferner 
recht deutlich, daf sich 

Tab. 7. Konzentrationseffekt bei Buxus der Richtungssinn der 
KCl-Transpiration = 100). Kationsreihen bei einer 


| etwa 10fach gréferen 
Aufsaugversuch, LiC] | NaCl |} KCl | KCl KBr | KJ Salzkonzentration um- 








nach 48 Std. | 87 | 92 | 100 | 100 | 88 | 74 kehrt als dies bei den 


























| Anionen der Fall ist; 
nach 84 Std. 106 | 108 100 100 108 89 wir erinnern daran 
nach 106 Std. | 148 | 108 | 100 | 100 | 104 | 99 daft sowohl an Peri- 
—— dermen (Hartel) ot 
canenih | | auch an der Aesculus- 
eo BERR Tas Testa (Brauner) ahn- 
n/1000 97 | 99 | 100 | 100 | — 90 liche Konzentrations- 
n/300 89 | ole | 100 | 100 | — s9 _ differenzen zwischen 
| | | der Wirksamkeit von 

100 96 | 98 | 100 100 — | 122 2 
" | | An- und Kationen auf- 
n/30 Bi oes | 100 | 100 | — | 108 — traten. Durch diese ver- 
n/10 | 189 | 125 | 100 | 100 | — | (290)  schiedene Lage des Um- 


geschidigt kehrpunktesergibtsich 
nun zwangslaufig, daft 
im Eintauchversuch bei Verwendung der n/50-Lésungen zwar noch die Kation- 
reihe der schwacheren Konzentrationsstufen auftritt, hingegen aber bereits 
die umgekehrte Anionenreihe der héheren Konzentrationen wirksam wird. 
Die im Aufsaugversuch innerhalb der normalen Versuchszeit von 48 Stunden 
sich einstellenden Reihen finden demnach in der geringen Transpirations- 
intensitat und der langsam verlaufenden Salzanreicherung in der Epidermis 
ihre Erklarung; eine Ausdehnung des Versuches iiber langere Zeit ergibt, 
wohl infolge sekundarer stérender Vorgiange, nur eine unvollstandige Um- 
kehrung. Warum sich allerdings gerade bei Buxus die Reihen von denen der 
iibrigen Blatter unterscheiden, entzieht sich einstweilen unserer Kenninis, 
ihre Realitat erscheint jedoch namentlich durch Ubereinstimmung von Ein- 
tauch- und Aufsaugversuch wohl gesichert. Der Blattbau allein kann kaum 
eine wesentliche Rolle spielen, denn ein ahnliches Verhalten konnten wir 
an den mehr mesomorph gebauten Blattern von Fraxinus ornus wieder- 
finden. 

Wir zogen die Pflanze nur fiir einige wenige Versuche heran; da sich 
ihre Blatter infolge raschen Welkwerdens schlecht eignen. Aber schon aus 
den vorliegenden Beobachtungen ergeben sich die gleichen Reihen wie bei 
Buxus, namentlich wenn wir den Eintauchversuch ins Auge fassen. Die Um- 
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kehr der Reihen findet fiir Anionen und Kationen gleicherweise zwischen 
den Konzentrationsstufen n/100 und n/300 statt, also bei einer sehr grofen 
Verdiinnung. Dies ist offenbar auch der Grund, warum im Aufsaugversuch 
nur die den héheren Konzentrationen entsprechenden Reihen zu beobachten 
sind; die Salzanreicherung 

geht infolge der sehr lebhaf- Tab. 8. Konzentrationseffekt bei Fraxinus 
ten kutikularen Wasserab- ornus (KCl-Werte = 100). 

gabe der Fraxinus-Blatter 
sehr rasch vor sich, so dak 
die Reihen der niedrigen nach 24 Std. | 169 | 138 | 100 | 115 | 139 


Konzentrationsstufen der nach 48 std. | 164 | 118 | 100 | 138 | 183 
Beobachtung entgehen. Wohl 





Aufsaugversuch | LiCl | NaCl | KCl KBr | KJ 




















sind in den ersten Stunden oe : 

des Aufsaugversuches die SaRRanAY Wana Ser Seemieen 7, RAEN Xs ee" 
Werte recht unregelmiafig n/300 | 85 | 93 | 100} 94] 84 
und lassen keine deutliche n/100 135 121 100 123 130 
Reihe erkennen, doch stellt 

sich bereits nach 8 Stunden — a Fo | ae oe 
die in nebenstehenderT abelle n/10 158 | 134 | 100 | 128 | (101) 





angefiihrte Ionenfolge ein. 


Bei dieser Gelegenheit mége noch dem Einwande begegnet werden, die Um- 
kehrungen bzw. die durch die Ionen bewirkten Effekte kénnten lediglich ein Aus- 
druck verschieden starker Schidigung der Blatter sein, wodurch die Kutikular- 
transpiration nach Mafgabe der Giftigkeit der Ionen beeinflu&t werden miifte. 
Wir stellen im Folgenden (Tab. 9) die Transpirationswerte nach dem Eintauch- 
versuch fiir eine unserer empfindlichsten Pflanzen, Fraxinus ornus, in Klassen zu 
je 20 mg/qdm.h Differenz geordnet zusammen und notieren die zu Ende des Ver- 
suches ausplanimetrierten Areale sichtbar geschadigter Blattflache in Prozenten. 

Diese Aufstellung zeigt wohl mit aller Deutlichkeit, daf& selbst in diesem, bis 
zur starken Schidigung der Blatter weitergefiihrten Versuch kein Zusammenhang 
zwischen der Héhe der Kutikulartranspiration und der sichtbaren Schadigung 
besteht; die Reihen sind also keinesfalls durch letztere vorgetauscht. Versuche, bei 
denen sichtbare Veranderungen an den Blattern auftraten, wurden jedoch stets aus- 
geschieden oder als solche gekennzeichnet. 


Die Abhangigkeit der Rei- 
hen von der Konzentration der 
Salzlésungen setzt jedoch vor- 
Kutikulartranspiration | %/ der Blattflache aus, daft die Hohe der Kuti- 


Tab. 9. Fraxinus ornus: Kutikulartran- 
spiration undSchadigung derBlatter. 








mg/qdm .h | sichtbar geschidigt  kulartranspiration keine ein- 
fache Funktion der Salzmenge 
poaliprek pe ist. Am klarsten kommt der 
‘SF | Zusammenhang zwischen kuti- 
100—120 | 34 
120—140 | 26 kularer Wasserabgabe und 
140—160 25 Salzkonzentration bei Beob- 
160—180 47 achtung der Li’-Wirkung zum 
180—200 | 10 Ausdruck. Obgleich dieses 


200—220 30 Ion im Leben der Pflanze 
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normalerweise keine wesentliche Rolle spielt, haben wir in Abb. 1 die 
Lithiumkurven der kutikularen Wasserabgabe von drei Versuchspflanzen 
vorangestellt (Buxus, Thuja und Syringa, Eintauchversuche). Ein weiteres 
Beispiel ist aus Abb. 2 zu entnehmen. Alle dargestellten Kurven nehmen 
iibereinstimmend einen wellenférmigen Verlauf; bei einer Konzentration 
unter n/1000 tritt ein Maximum der kutikularen Wasserabgabe auf, in 
héheren Konzentra- 
tionen sinkt sie und 
4 erreicht zwischen n/300 
und n/i00 ein Mini- 

mum, das sogar unter 
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dem Wasserwert liegt; 
in noch héheren Kon- 
zentrationen steigt die 
Wasserabgabe neuer- 


lich an. Auch die iibri- 


gen Pflanzen verhal- 








ten sich ahnlich, eine 
‘Anfiihrung _weiterer 
Beispiele wiirde da- 
her nichts mehr we- 
sentlichh Neues _ brin- 
gen. Wenn nun die Li’- 
Kurve die starksten 
Ausschliage zeigt, so 
mu& sie sich in ihrem 
Verlauf mit den Kur- 
ven der iibrigen Ionen iiberschneiden; dies bestatigt Abb. 2 am Beispiel von 
Liquidambar styraciflua. Der Ausschlag der Li’-Kurve ist auferordentlich 
kraftig. Das K* erhéht in niedrigen Konzentrationen die Wasserabgabe nur 
wenig (die Erhohung kann bisweilen auch ausbleiben). Um n/30 tritt ein zwar 
scharfes, jedoch weniger tiefes Minimum als bei Li’ auf. In den niedrigen 
Konzentrationsstufen ergibt sich somit die bekannte Reihe K<Li, in 
héheren dagegen die umgekehrie Reihe Li<cK. Eine entsprechende Uber- 
schneidung la&t sich auch zwischen der Cl’- und J’-Kurve feststellbar. 
Na’ bzw. Br’ halt jeweils die Mitte zwischen den Endgliedern der Reihe, 
die Kurven sind der Ubersichtlichkeit halber in der Figur nicht eingezeichnet. 
Auch die Ca‘’-Kurve iiberschneidet sowohl die Li’- als auch die K*-Kurve. 
womit die Umkehrung des K : Ca Verhiltnisses 1hre Bestatigung findet. Das 
Minimum der Ca‘’-Transpiration tritt, entsprechend der gréReren Eigen- 
ladung des Ions, bereits bei wesentlich niedrigerer Konzentration als bei 
den einwertigen Ionen auf. Allerdings ist die im Liquidambar-Beispiel 
(Abb. 2) gezeigte Ca‘’-Kurve insoferne atypisch, als sich bereits in den 
niedrigsten Konzentrationsstufen eine Abnahme zeigt; in der Regel erhéht 
sich jedoch, wie z. B. an Vitis-Blattern gezeigt werden konnte (Hartel 1949), 
die Wasserabgabe in schwachen CaCl,-Lésungen. Thuja und Magnolia 
liefern hiefiir weitere Belege (Tab. 10). 
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Abb. 1. Abhangigkeit der kutikularen Wasserabgabe 

von der Salzkonzentration (LiCl, Eintauchversuch). Die 

Transpirationswerte sind in Prozenten der Wasserkon- 
trolle angegeben. 
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In schwachen CaCl,-Lésungen tritt eine deutliche Erhéhung der kuti- 
kularen Wasserabgabe ein; ihr Minimum (fetitgedruckte Werte) liegt jedoch 
in Ubereinstimmung mit oben Gesagtem in niedrigeren Konzentrationen als 
nach Applikation von Lithiumlésungen. 

Zum Vergleich wurden in Abb. 2 noch die Transpirationskurven nach 
Behandlung der Blatter mit zwei Anelektrolyten aquimolekularer Konzen- 
trationen eingetragen. 
Durch Dextrose wird 
die kutikulare Wasser- 
abgabe bis in ziemlich 
hohe _Konzentratio- 
nen nur in geringem 
Make beeinflu&t. Ob 
der hiebei auftretende 
schwach wellenférmige 
Verlauf der Kurve (die 
in gewissem Sinne als : RS 
flacheres Abbild der Cally wg 
Ionenkurve angesehen 40- ‘ Y scot 
werden kann) nur zu- ee 
fallig ist oder auf eine 7 ‘ : , 

Konzentrationswir- e sees = seat = m 


k hi wiet tine Salz-honzentration nj 
rend Saree ssaole so Abb. 2. Abhangigkeit der kutikularen Wasserabgabe 
einstweilen dahinge- 


i von Liquidambar styraciflua von der Konzentration 
stellt; eine —_solche einiger Salze sowie zweier Anelektrolyte. 
wiirde, falls tatsich- 


lich vorhanden, gegeniiber der Ionenwirkung jedenfalls stark in den Hinter- 
grund treten. Der in héheren Konzentrationen (n/10 und dariiber) nach Be- 
handlung mit Zuckerlésungen entgegen der Erwartung fast regelmafig auf- 
tretende Anstieg der kutikularen Wasserabgabe diirfte wohl mit Ent- 
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Tab. 10. Abhingigkeit der Wasserabgabe von steigender LiCl- bzw. 
CaCl,-Konzentration (Eintauchversuch, Wasserkontrolle — 100). 














njoo | n/3000 | n/1000 | n/300 | 2/100 | 7/30 | n/10 

Thuja occidentalis | LiCl | 100 102 | 106 66 | 60 | 80 | 101 
‘CaCh| 100} 106 | 99 | 85 | a 98 | 103 

Magnolia sp. | LiCl 100 | —_ 133 | 155 125 | 128 | 173 
‘cacl,| 100 | — | 122 | 105 | 131 | 150 | — 


quellungsvorgingen, also Konzentrationseffekten, zusammenhangen. Auch 
die Harnstoffkurve weicht von den Salzkurven erheblich ab. Harnstoff 
fiihrt zu einer deutlichen Erhéhung der Wasserabgabe, die sich bis iiber 
das Minimum der Salzkurven erstreckt. Wir werden auf diese Kurven in 
Kap. 3 noch zuriikkommen; sie beweisen jedenfalls, daf bestimmte, den 
Ionen eigentiimliche Wirkungen vorliegen. 
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In diesem Zusammenhang médgen noch einige Bemerkungen, die sich aus 
den angefiihrten Kurven fiir die Versuchsanstellung bzw. die Darstellung der 
Resultate ergeben, Platz finden. Wie aus den Kurven ersichtlich ist, stellen bereits 
die niedrigen Salzkonzentrationen einen ,,empfindlichen Bereich“ dar; kleinste Salz- 
mengen kénnen bereits erhebliche Verinderungen der kutikularen Wasserabgabe 
zur Folge haben. Da nun die vor Versuchsbeginn in den Blattern vorhandene Salz- 
menge von mancherlei Faktoren abhingig und kaum kontrollierbar ist, stellt 
der ,,Wasserwert“ nur eine sehr variable und daher unsichere Bezugsgréfe dar. 
Wir haben daher stets, wie bereits im methodischen Teil ausgefiihrt, die KCI- 
Transpiration als Vergleichsbasis zugrunde gelegt. Gegeniiber einem durch n/50- 
Salzlésungen bestimmten Transpirationswert spielen solch geringe wechselnde Salz- 
mengen keine wesentliche Rolle mehr. Der Wasserwert andert demnach seine Lage 
innerhalb der Ionenreihen gleichfalls bei fast jedem Versuch, selbst an ein und 
derselben Pflanze; er ist von den in den Blattern vorhandenen Salzspuren abhingig. 
Unter ungiinstigen Umstianden kann es hiebei doch zu erheblichen Beeinflussungen des 
Reaktionsausfalles kommen, nimlich dann, wenn durch diese zusatzlich vorhande- 
nen Salze gerade der Umkehrpunkt der Reihen erreicht bzw. iiberschritten wird 
(vgl. Tab. 6—8). Wie bereits in Abschnitt 1 erwahnt, liefern mehrmals verwendete 
Salzlésungen unklare und sogar entgegengesetzt verlaufende Reihen. Auf Grund 
der oben geschilderten Versuche erscheint ein solches Verhalten ohneweiters ver- 
stindlich, da sich die Wirkung der bei den vorangegangenen Versuchen in die 
Lésungen ausgewaschenen und die in der Versuchslésung aufgelésten Salze ad- 
dieren. In erster Linie diirfte es sich dabei um Ca‘*-Salze handeln, wie dies auch 
die Oxalatprobe an solchen mehrfach verwendeten Liésungen bestatigte. Ein auf- 
falliges Beispiel der Umkehrung der Reihen durch Salzinkrustation zeigt Thuja. 
Bei der Beurteilung solcher Faille diirfen aber Py -Wirkungen nicht aufer Achi ge- 
lassen werden; diese sollen daher vorerst besprochen werden. 


d) py- Wirkungen 


Die Wasserstoffionenkonzentration kann die kutikulare Wasserabgabe 
der Epidermen in zwei- 
facher Weise beeinflussen. 
Sie bestimmt ihre Hohe 
in Form einer Maxi- 
mumkurve und kontrol- 
sauer | alkalisch liert den Richtungssinn © 
| (2% n/10 HCl) |(2%n/10NaOH) der Ionenreihen. Wie be- 

| reits an Epidermen von 


Tab. 11. Picea Abies. lonenreihen bei saurer 
und alkalischer Reaktion der Salzlésung 
(Werte in m/g.h). 











netauen see oe ~ Zweigen usw. gezeigt 
Na’ 7,9 6,5 wurde (Hartel 1950), 
K' 7,7 7,4 kehren sie sich beim Uber- 
Suet | Santeed 98 92 gang von der alkalischen 
zur sauren Reaktion um. 
cr 8,5 6,7 An Blattern laft sich eine 
J’ 5,9 7,4 ‘  ahnliche Umkehr beob- 
CNs’ 6,4 7,9 achten; als erstes Bei- 
spiel sei Picea Abies an- 
gefiihrt. 


Die Adsorptionsreihe des alkalischen Bereichs wandelt sich im sauren zur 
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lyotropen Reihe. Dies gilt sowohl fiir die Kationen als auch fiir die Anionen; 
nur das Tatrat macht hierin eine Ausnahme, die aber, wie ‘bereits oben 
gesagt (S. 112), auf die Hydrolyse des Salzes zuriickgehen diirfte. Ahnliche 
Umkehrungen lassen sich nun an allen von uns untersuchten Pflanzen her- 
beifiihren. Wir wollen jedoch auf eine ausfiihr- 
liche Wiedergabe solcher blof qualitativ zu Tab. 12. Liquidambar sty- 
wertender Versuche verzichten, sondern damit ‘@¢iflua. LIonenreihen 
die Frage verbinden, bei welchem p, diese Um- bei verschiedenen 
p,-Stufen (Werte in 
kehr erfolgt. wipiele:* nee ag 
Fiir die nachstehenden Versuche wurden die wae se 
Salze nicht in reinem Wasser, sondern in n/150- PH | Licl | KCI | KJ 
Phosphatpuffern gelést, im iibrigen aber genau ss | el ae 
so verfahren wie bei den Eintauchversuchen be- nM | 
schrieben. Wenn auch die Konzentration des 48 | 125 | 91 | 7 
Puffers blo& ein Drittel der des jeweils zu- 6,5 | 108 | 107 | 107 
gesetzten Salzes betrug, mute immerhin in Kauf 90 | 96 99 | 414 
genommen werden, daf die ,,versuchsfremden“ 
fonen des Puffers den Ausfall der Versuche stéren kénnten. In giinstigen 
Fallen sind derartige Stérungen nicht aufgetreten, wofiir ein Versuch mit 
Liquidambar ein schénes 
Tab. 13. Ionenreihen bei verschiedenen Beispiel liefert. 
p,-Stufen (Transpirationswerte in mg/g .h). Die Transpirationsfér- 
aca oo | derung verlauft im alkali- 
+ Puffer | + Puffer reine Puffer § schen Bereich in volliger 
Ubereinstimmung mit un- 














Taxus baccata 














pu 2,8 Fi oie eee 20,5 seren bisherigen Erfah- 
‘ | , rungen nach der Reihe 
=" " ” | oa Li<K bzw. Cl< J; im 
a sible Saogia aap sauren Bereich dagegen 
5,8 i ee eek 25,3 treten ganz klar ent- 
6,9 | abla thi = Meg 24,2 gegengesetzte Reihen auf. 
| | | Um p, 6,5 sind kaum Un- 
bis iis -” | ™ PEE i zwischen den 
Thuja occidentalis | einzelnen lIonen nach- 
| weisbar; dieser p,-Werit 
mm mio che | eis entspricht also dens Um- 
4,8 pee — | 118 schlagpunkt. Bei einem 
5,8 oie 84 | 103 Vergleiche der Transpira- 
6.8 de ers 90 tionswerte z. B. der KCI- 
' | Serie untereinander er- 

7,9 54 a eae 





gibt sich wiederum das 
bekannte Maximum der 
Kutikulartranspiration um p, 6,5 (Hartel 1947). Der Umschlagbereich der 
Reihen fallt also mit dem Maximum der Kutikulartranspiration zusammen. 
Weitere Bestitigungen fiir diese Feststellungen liefern z. B. die Versuche 
mit Thuja und Taxus, deren Verhalten bei gestaffeltem p, in Tab. 13 wieder- 
gegeben ist. Wir beschranken uns auf die Wiedergabe der Anionenreihen, 
Protoplasma, Bd. XL/1. 9 
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da sie die Umkehrung wesentlich deutlicher zum Ausdruck bringen. Wahr- 
scheinlich stéren bei den Kationen die Puffersubstanzen. 

Auch in diesen beiden Beispielen fallt der p,-Bereich, in dem die Ionen- 
reihen ihren Richtungssinn umkehren, mit dem der maximalen kutikularen 
Transpiration zusammen. Daft die Maximumkurve der Wasserabgabe bei 
beiden angefiihrten Fallen in den Puffer-Salz-Gemischen nicht mehr deut- 
lich auffindbar ist, liegt wohl an der interferierenden Wirkung der gelésten 
Puffer; auf ahnliche undurch- 
sichtige Jonenwirkungen ist Tab. 14. Rhododendron ferrugineum. lonen- 
wohl die trotz gleichzeitiger wirkungen bei verschiedenem Py 
Durchfiihrung der Versuche (Werte in % der Anfangstranspiration). 
verschieden hohe kutikulare ‘ 

Wasserabgabe nach Vorbehand- | rsd Mi | Le 
lung in reinen Puffern und Salz+1%n/10 HCl | 69; 55 | 96 
Puffer-Salz-Gemischen zuriick- Salz + 1% n10 NaOH 63 84 | 52 
zufiihren. In ganz offenkun- 








Meee: : Salz + Puffer: po 28 | 69 | 72) 58 
diger Weise aufert sich der 5 neces preset Jim. | | 
EinfluR der Puffer bei einem 4,8 6 | 73) 61 
Versuch an Rhododendron fer- 58 | 62 | 66 | 64 
rugineum, der in Tab. 14 dar- 78 | 68 | 58 | ay 

‘at.  T a | 
gestellt ist. Die Transpira 1o- | 7 | @ | 97 


tionsanderungen sind in die- 
sem Falle in Prozenten der 
Anfangstranspiration (also vor Behandlung mit den Salzlésungen) aus- 
gedriickt, da sich bei Rhododendron diese Bezugsgréfe als zuverlassiger 
erwies. 

Im alkalischen Bereich finden wir, sofern auer den jeweiligen Salzen 
der Ionenreihen nur H’- bzw. OH’-Ionen (nebst der aquivalenten Menge 
von Cl’- und Na’-Ionen) vorhanden sind, im wesentlichen die gleichen Ver- 
haltnisse wieder, wie wir sie bei den Sprofepidermen von Cornus usw. 
sowie auch an Buxus- und Fraxinus-ornus-Blattern feststellen konnten; die 
Reihen lauten fiir den alkalischen Bereich Li<(K und Cl> J, fiir den 
sauren kehren sie sich in Li>K und Cl< J um. Stellen wir jedoch 
die saure oder alkalische Reaktion nicht durch Zusatz der reinen Saure bzw. 
des Alkalis, sondern vermittels Pufferlésungen her, die einen erheblichen 
Uberschuf an versuchsfremder Ionen enthalten, so treten die entgegen- 
gesetzten Reihen auf. Aber auch in den Pufferlésungen liegt der Umkehr- 
punkt um p,,5,8, und zwar sowohl in der Kat- wie auch in der Anionen- 
reihe. Dieser p,-Wert fallt wiederum mit dem bereits friiher (Hartel 1947) 
fiir Rhododendron gefundenen Wert der maximalen kutikularen Wasser- 
abgabe zusammen. Hinsichtlich der Nichtreproduzierbarkeit der Maximum- 
kurve in den Puffer-Salz-Gemischen gilt das bereits oben Gesagte. Wenn 
wir die immerhin komplizierten Kurven der Abhangigkeit der Kutikular- 
transpiration von den Salzkonzentrationen mit ihren Uberschneidungen 
usw. in Betracht ziehen, sind solche Komplikationen ja nicht verwunderlich, 
wenn sie auch auf Grund unserer bisherigen Erfahrungen allein noch nicht 
in allen Einzelheiten restlos erklart werden kénnen. 


| | 
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SchlieRlich sei noch ein an zwei Thujen beobachteter interessanter Fall an- 
gefiihrt, der mit aller Deutlichkeit zeigt, da® nicht nur von auften herangebrachte 
Salze, sondern auch die in den Blattern inkrustiert vorhandenen ahnliche Kom- 
plikationen auszulésen imstande sind. Ein Exemplar stand an der Strafe und war 
reichlichh mit Staub usw. inkrustiert, das andere wuchs unweit davon an einer 
geschiitzteren, relativ staubfreien Stelle und hatte saubere, frischgriine Triebe. 
Wir untersuchten nun einerseits die Ionenreihen der ,,sauberen“ Thuja in sauerem, 
neutralem und alkalischhem Milieu und verglichen daneben die Reihen der ,,saube- 
ren“ und der ,,staubigen“ Pflanze. 


Tab. 15. Lonenreihen von Thuja occidentalis (Kutikulartranspiration auf den 
jeweiligen Li’-Wert bezogen). 





sauer 


1% n/10 HC! | 


alkalisch 


aaa 1%) n/10 NaOH 





| 
sauberes Blatt | staubiges Blatt | sauberes Blatt | sauberes Blatt 





n/50 LiCl | 100 100 100 100 
n/B0 NaCl 98 83 102 | 102 
n/50 KCl | 86 | 74 105 124 


Die beiden auRersten Kolonnen zeigen wiederum die bereits bekannte Um- 
kehrung der Reihen, im alkalischen Bereich tritt die Adsorptions- im sauren die 
lyotrope Reihe auf. Dieses Ergebnis ist sowohl bei ,,sauberen“ Trieben als auch 
bei ,,staubigen“ (letztere sind der Ubersichtlichkeit halber nicht in obige Tabelle 
aufgenommen) in gleicher Weise zu erhalten, wenn auch bei den verstaubten 
Trieben Stérungen auftreten kénnen. In neutraler Lésung (p,, etwa 7,2) kehrt 
beim ,sauberen“ Trieb die Alkalireihe, also die Adsorptionsreihe wieder, was ver- 
stindlich ist, da das p, der Zellwande der Epidermis zwischen Py 4—6 ange- 
nommen werden kann (Small), und jedenfalls saurer als die Versuchslésung rea- 
giert. Die staubige Probe dagegen verhilt sich wie die saure Probe, zeigt also eine 
umgekehrte Kationenfolge. Dies kann zunachst einmal durch die eingelagerten 
Stoffe und die dadurch erhéhte Salzkonzentration in der Epidermis bedingt sein, 
ahnlich wie dies bei den zusiatzlichen Puffersubstanzen der Fall war. Wir miissen 
aber auch beriicksichtigen, daf& durch die inkrustierenden Stoffe (es handelt sich 
in erster Linie um Kalkstaub) eine p,-Anderung innerhalb der Epidermis hervor- 
gerufen wird, die sich auch durch einen deutlichh braunroten Farbton nach An- 
firbung mit Neutralrot zu erkennen gab; die ,,sauberen“ Kontrollen nahmen dabei 
eine mehr kirschrote Farbe an. In der ,,staubigen“ Probe ist daher der Py der 
Epidermis héher als der der Versuchsliésung; letztere ist also im Vergleich zur 
Epidermis relativ sauer, wodurch auch die der sauren Reaktion entsprechende Reihe 
zustande kommen kann. Ahnliches 1aé&t sich an anderen Objekten, so z. B. an 
Buxus, auffinden; bei den zarter gebauten Laubblittern gehen derartige .Unter- 
schiede in einer dabei auftretenden starken Streuung der Einzelversuche (doppelte 
lonenwirkung!) unter. 


e) Die Reversibilitat der lonenwirkungen 


Eine Deutung der besprochenen Erscheinungen muf auf alle Falle von 
der Voraussetzung ausgehen, daft sie reversibel sind. Einige im folgenden 
angefiihrte Versuche zeigen, dafi dies tatsachlich der Fall ist. Zweige und 


9* 
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Blatter, die durch 48 Stunden Salzlésungen aufsaugen konnten und die 
entsprechenden Anderungen der Transpiration zeigten, wurden einige 
Stunden in flieRendem Leitungswasser wieder ausgewaschen; hernach wurde 
die kutikulare Wasserabgabe neuerlich gepriift. Tab. 16 gibt einige typische 
Beispiele wieder. 


Tab. 16. Reversibilitat der lonenwirkungen. 





Li Na K Ca 





Taxus baccata 











vor der Wisserung........ | 100 — 190 | 169 

nach der Wasserung....... 100 eee os ae 
Thuja occidentalis | | 

vor der Wasserung........ | 100 | 113 | 161 _ 

nach der Wasserung....... 100 103 | 106 —_ 
Liquidambar styraciflua | 

vor der Wiasserung........ - 100 | 121 | 213 = 

nach der Wasserung....... 100 | 100 | 120 | — 
Parthenocissus tricuspidata | | 

vor der Wasserung, 1.Tag... | 100 | 85 eo 

8.Tag...| 100} 80 | 98 | — 

nach der Wisserung....... 100 67 | 59 | _— 


Nach der Wasserung kehren im wesentlichen die gleichen Verhiltnisse 
wieder, die zu Anfang des Versuches geherrscht hatten; die Salze resp. 
Ionen sind offenbar mit dem Transpirationsstrom an die Blattoberflache 
gelangt und dort ausgewaschen, also durch das ganze Blatt hindurch- 
geschleust worden. Leider stand kein Leitfahigkeitsapparat zur Verfiigung, 
um den Weg der Ionen auch konduktometrisch zu verfolgen; solche Ver- 
suche sind bei gegebener Gelegenheit vorgesehen. 

Ahnliches ergibt eine andere Versuchsanstellung, bei der die aufgesaug- 
ten Ionen nicht ausgewaschen, sondern durch Behandlung mit anderen 
Salzen als schwerlésliche Verbindungen innerhalb der Epidermis nieder- 
geschlagen und damit kolloidchemisch inaktiv gemacht wurden. Die Zweige 
wurden zunachst in K,SO,-Lésungen eingestellt und darin zwei Tage 
transpirieren gelassen; hierauf wurde eine Portion solcher vorbehandelter 
Proben in BaCl,- rsp. CaCl,-Lésungen (samtlich n/50) eingestellt, eine 
zweite Portion in ebensolchen Lésungen gebadet, wahrend die dritte Por- 
tion in Wasser eingestellt wurde. Tab.17 bringt das Ergebnis. 

Versuch d) zeigt iibereinstimmend mit den vorhin erwahnten Ergeb- 
nissen, dafi die K,SO,-Wirkung durch das Wassern vollstandig zum Ver- 
schwinden gebracht wird, die durch die Sulfation bewirkte Transpirations- 
senkung wird riickgangig gemacht. Eine gleiche Erhéhung der Transpira- 
tion erfolgt aber auch beim Aufsaugenlassen von Ba‘*’- bzw. Ca‘’-Lésung, 
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wobei in Ubereinstimmung mit dem niedrigeren Léslichkeitsprodukt von 
BaSO, die Wirkung des Ba”-Ions vollstiindiger ist; da das K,SO, in dem 
Blatt verbleibt, kann es sich nur um eine Inaktivierung durch Ausfillung 
der Ionen handeln. Werden dagegen die Blatter in CaCl,- bzw. in BaCl,- 
Lésungen gebadet, so wird die Depression der Transpiration nicht mehr 
riickgangig gemacht. Eine Erklarungsméglichkeit fiir dieses Verhalten kann 
darin gesehen werden, daft es wohl zu einer Ausfallung kommt, der in den 
Lésungen vorhandene Uberschuf an Ca‘’ und Ba’ nun seinerseits iiber die 
Ausfallung hinaus die Transpiration andert, die, wie wir bereits eingangs 
feststellen konnien, der im Aufsaugversuch erhaltenen analog ist. Nach Ein- 
stellen der Proben in Wasser nimmt die kutikulare Wasserabgabe weiterhin 


Tab. 17. ,Ausfallversuch* mit Liquidambar styraciflua. 


Kontrolle: (dauernd in Wasser) 100 
Sprof in K,SO, 73 
a) hernach in CaCl, eingestellt 82 

sf » BaCl, Ri 94 

b) in CaCl, gebadet 77 

» BaCl. a 70 

c) in Wasser eingestellt 49 

d) in Wasser gebadet 104 


stark ab, offenbar deshalb, weil das Kaliumsulfat nun an die Oberflache 
transportiert wird und sich dort anreichert. Eine Umkehrung des Ver- 
suches in der Form, dafi CaCl,- und BaCl,-Lésungen aufgesogen werden 
und die Inaktivierung durch nachherige Anwendung von K,SO, versucht 
wird, liefert ein weniger eindeutiges Ergebnis. 


3. Besprechung der Ergebnisse 


Aus dem hier vorgelegten Tatsachenmaterial kann zunichst entnommen werden, 
daf das nur kutikular transpirierende Blatt ein hinsichtlich der Wasserabgabe recht 
empfindliches System darstellt. Schon geringste Salzmengen, die in die Epidermis 
bzw. die Kutikula gelangen, rufen Veranderungen der Kutikulartranspiration her- 
vor; dhnlich wirken auch die Salze, die durch den Transpirationsstrom an die Blatt- 
oberflache gebracht werden, sowie auch Verunreinigungen des Blattes. Unvollstin- 
dige Entfernung dieser Stoffe vor dem Versuch kann bisweilen unkontrollierbare 
Versuchsausfialle bewirken, wodurch die Auswertung der Versuche natiirlich erheb- 
lich erschwert wird. Das Hauptgewicht unserer Betrachtungen wird daher weniger 
auf die Erklarung jedes einzelnen Versuches, jeder vom Regelfall abweichenden 
Reihe gelegt werden kénnen;'wir miissen vielmehr von der Tatsache ausgehen, daft 
an geeigneten Versuchspflanzen unter Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen 
und Vorsichtsmafregeln reproduzierbare Ionenreihen auftreten, die, untereinander 
verglichen, weitgehend gemeinsame Ziige aufweisen und die experimentell in be- 
stimmter Weise veranderlich sind — Feststellungen, die auf jeden Fall nach einer 
Erklarung verlangen. 

Fassen wir die wichtigsten Tatsachen kurz zusammen, so ergibt sich zuniachst, 
daft die kutikulare Transpiration der Blatter normalerweise (d. h. bei annahernd 
neutraler Reaktion der Lésungen) nach der’Reihe Li<c Na<( K sowie Ca<( Sr<( Ba 
ansteigt (Tab. 1, 4, 7). Diese Kationenfolge gleicht somit véllig den an Epidermen 
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von Zweigen und Apfeln gefundenen Reihen, sie scheint demnach. fiir Epidermen 
bzw. fiir die Kutikula bezeichnend zu sein. Wir wollen daher dieses Verhalten als 
»Kutikulartyp" bezeichnen und dem ,,Quellungstyp“, wie er durch das Periderm 
bzw. durch Flechten verkérpert wird (Hartel 1950), gegeniiberstellen. Letzterer 
ist durch die gegensinnige Kationenfolge (K< Na<<Li) gekennzeichnet. Auch im 
sauren Bereich bleibt diese Unterscheidung bestehen, da sich die Reihen sowohl des 
Quellungs- als auch die des Kutikulartyps gleicherweise umkehrten, ihr gegensitz- 
licher Richtungssinn also erhalten bleibt. 

An einigen Blattern konnten Anionenreihen gefunden werden, die denen der 
Epidermen der Zweige gleichen, naimlich eine Transpirationsherabsetzung von Cl’ 
zu J’. Dies war z. B. bei Buxus sempervirens, Fraxinus ornus und Rhododendron 
ferrugineum der Fall (vgl. Tab. 7, 8 und 14). Diese Anionenreihe darf jedoch 
keineswegs als fiir Epidermen allgemein charakteristisch angesehen werden, da wir 
weit haufiger der entgegengesetzten Reihe (Transpirationszunahme von Cl’ zu J’) 
begegnet sind. Auf Grund der immerhin recht bescheidenen Anzahl] daraufhin 


Tab. 18. lonenwirkungen auf die Kutikulartranspiration nach dem 
Abtéten (KCI = 100). 








| m/50 | LiCl | KCI | CaCl] KCI | KJ 

Liquidambar styraciflua | tot | 88 | 100 | 98 | 100 | 127 
| Iebend | 96 | 100 | 100 | 100 | 111 

Syringa vulgaris... . . | tot | 90 | 110 | 111 | 100 | 104 
100 | 119 | 100 | 110 


| lebend | 7 | | 
Buxus sempervirens. . . tot 84 | 100 109 100 98 

| 

| lebend 96 | 100 | 108 | 100 | 106 





untersuchter Pflanzen kénnen wir jedoch noch keine endgiiltige Aussage iiber die 
Haufigkeit des Auftretens der einen oder der anderen Anionenreihe machen. In An- 
betracht der Gleichartigkeit der Kationenreihen einerseits, der Ubereinstimmung 
mit den Quellungsreihen anderseits, sind wir eher geneigt, die bei den Epidermen 
der Zweige und einiger oben genannter Blatter gemeinsame Anionenreihe Cl’> J’ 
trotz ihres bislang selteneren Auftretens als die fiir die Kutikula typischere und 
urspriinglichere anzusehen. Sie scheint auch wegen ikrer Ahnlichkeit mit den an 
Modellkolloiden gefundenen Reihen einer einfacheren Erklarung zuganglich zu sein. 

Aus dem Vergleich der nichtstomataéren Wasserabgabe von Peri- und Epidermen 
haben wir Argumente fiir die Vorstellung abgeleitet, da® bei beiden Geweben die 
Wasserabgabe durch gleichartige Quellungsvorgange kontrolliert wird (Hartel 
1950); wesentliche Eigenschaften des quellbaren Kérpers, namentlich sein isoelek- 
trischher Punkt, stimmen bei beiden Gewebsarten iiberein. Worauf beruht nun der 
Unterschied zwischen Quellungs- und Kutikulartyp? Das nachstliegende wire, bei 
letzterem an eine Mitbeteiligung des lebenden Plasmas zu denken. Korkzellen sind 
tote Zellen, deren Wande einfachen Quellungsgesetzen gehorchen. Den Aufen- 
wanden der Epidermiszellen jedoch liegt lebendes Plasma an, das sehr wohl die 
Wasserdurdhlassigkeit und vielleicht auch die Ionenreihen selbst modifizieren kénnte. 
Nun konnten wir aber in friiheren Veréffentlidhhungen (Hartel 1947, 1949) immer 
wieder nachweisen, daff dem lebenden Protoplasma bei der p,-Abhangigkeit der 
Kutikulartranspiration kein entscheidender Anteil zukommen kann; an abgetéteten 
Peri- und Epidermen liefen sich im Quellungsversuch Reihen reproduzieren, die 
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denen der Transpirationsinderungen vollkommen entsprachen, und schlieRlich rief 
Cu’* und Ca** analoge Wirkungen auch an bereits abgetéteten Blattern hervor. 
Um ganz sicher zu gehen, haben wir dhnliche Kontrollversuche auch an den zu vor- 
liegenden Untersuchungen verwendeten Pflanzen wiederholt. Zwei Partien gleich- 
artig aussehender Blatter wurden nach dem Eintauchverfahren mit Salzlésungen 
behandelt; nach dem Auftrocknen der Lésungen kam eine Partie in eine ,,Feuchte 
Kammer’, in der ein Schalchen Chloroform aufgestellt war, in dieser Atmosphiare 
verblieben die Blatter bis zur Verfairbung; die Kontrollen kamen in eine ebensolche 
Kammer, jedoch ohne Chloroform. Einige Verdunstungswerte, auf die K-Werte 
bezogen, sind in Tab. 18 dargestellt. 

An den toten Blattern bleiben die Reihen zumindest dem Richtungssinn nach 
erhalten, die Amplitude ist allerdings oft geringer, was jedoch weniger ins Gewicht 
fallt. Interessanterweise tritt bei Buxus nach dem Abtiéten die Ionenreihe Cl > J 
auf, also dieselbe Reihe, die auch beim Aufsaugversuch (vgl. Tab. 7 sowie S. 112) 
gefunden wurde; der Effekt ist allerdings nicht sehr ausgepragt. Durch derartige 


Tab. 19. Wasserabgabe toter und lebender Blatter (Werte in mg/g.h). 





| 10’ | 


Liquidambar styraciflua | tot 38 8,9 5,0 | 3,4 4,2 
| Kontr. | 105 | 95 5,7! 34/| 3,4 


20° | 30° | 52° | 259’ 





Syringa vulgaris. .... | tot 32,8 23,0 25,0 | 14,2 | 12,5 
Kontr. | 14,7 | 19,2 | 29,0 | 27,0 | 11,3 

Buxus sempervirens. . . tot 4,0 | 35 | 3,5 | 2,5 1,0 
Kontr. 6,9 | 


40 | 52) 33) 1,5 


Versuche werden also unsere friiher gemachten Feststellungen hinsichtlich der 
Reproduzierbarkeit von Ionenreihen an totem Material vollkommen bestatigt. Auf 
eine weitere Anfiihrung von Beobachtungsmaterial darf daher wohl verzichtet wer- 
den. Interessanterweise veranderte sich die Héhe der Wasserabgabe nach dem Ab- 
téten mit Chloroform nur wenig, wie folgende Versuche (wiederum an den gleichen 
Pflanzen wie oben) belegen. 

Unmittelbar nach dem Herausnehmen aus der feuchten Kammer zeigen die toten 
Blatter eine kurzdauernde Steigerung ihrer Wasserabgabe, die wahrscheinlich durch 
den Verlust des in den auferen Membranen imbibierten Wassers verursacht wird. 
Schon nach wenigen Minuten jedoch machen sich die Kutikularwiderstande wieder 
bemerkbar und es resultiert nun fast die gleiche VerdunstungsgréRe wie an leben- 
den Blattern. Auch dieser Versuch beweist, daf ‘die Hauptwiderstande in der Kuti- 
kula und nicht im Protoplasma liegen (vgl. ahnliche Feststellungen bei Haber- 
landt). 

Zum selben Ergebnis kommen wir aber auch auf einem anderen Wege. Be- 
rechnen wir die Geschwindigkeit des Wasserstromes durch die Kutikula, so ergibt 
sich unter Zugrundelegung einer Kutikulartranspiration von 100 mg/qdm.h ein Weg 
von 1y/h. Vergleichen wir damit die Wasserpermeabilitét des Protoplasmas, die 
z. B. bei Salvinia einen Wasserstrom von 33 u/h erméglicht (Héfler), so erkennt 
man schon daraus, daf& die Widerstinde innerhalb der Kutikula gréfer sind als die 
des Protoplasmas. Dazu kommt noch, daf der Salvinia-Wert fiir ein Druckgefille 
von tat gilt, wahrend sich die Transpiration in einem Dampfdruckgefille von 
mehreren 100—1000 Atmosphiren abspielt; demnach stellen selbst um ein bis zwei 
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Zehnerpotenzen niedrigere Wasserpermeabilitiitswerte des Protoplasmas (vgl. H6f- 
ler und Brooks) ceteris paribus wesentlich geringere Durchtrittswiderstinde als 
die Kutikula dar. Wir méchten jedoch ausdriicklich betonen, da solche Uberlegun- 
gen in erster Linie fiir unsere gréRtenteils relativ stark kutikularisierten Blatter 
gelten; fiir zarte und hygromorphe Blatter, desgleichen fiir die interzellulare Wasser- 
abgabe liegen die Verhiltnisse zweifellos anders (vgl. z. B. Seybold). Fiir unsere 
Versuchspflanzen diirfen wir jedoch aus obigen Uberlegungen ableiten, daf die 
Wasserpermeabilitaét des Protoplasmas keinen nennenswerten Einflu& auf die Héhe 
der Kutikulartranspiration haben kann und diese daher in erster Linie durch 
Membranwirkungen reguliert wird. Vom ,,Verstopfungseffekt* Gaumanns diirfen 
wir in diesem Zusammenhang absehen. 

Dem scheinen jedoch andere Beobachtungen entgegenzustehen. Vieles spricht 
dafiir, da ein quellbarer umladbarer Kérper wesentlichen Einflu8 auf die Héhe 
der Kutikulartranspiration hat. Dies ergibt sich nicht nur aus dem Auftreten von 
Ionenreihen sowie ihrer Umkehrbarkeit. Die Ampholytnatur kann durch die nun- 
mehr aufgefundene Ubereinstimmung des P,- Wertes, bei dem die Umkehr der 
Reihen stattfindet, mit dem Transpirationsmaximum als erwiesen angesehen und 
der in Rede stehende p,-Wert zwischen 5—7 als dessen isoelektrischer Bereich an- 
gesprochen werden (S. 121), Innerhalb dieses Bereiches liegen allerdings die iso- 
elektrischen Punkte verschiedener plasmatischer Proteine (Pfeiffer). Der Um- 
stand, da die Reihen auch nach dem Abtiten erhalten bleiben, spriche an sich noch 
nicht gegen eine Beteiligung von Proteinen an dem Zustandekommen der Ionen- 
reihen, bleibt doch der IEP. nach dem Abtéten resp. Fixieren des Plasmas 
weitgehend unverindert (Drawert, Zeiger). Eine Nachpriifung, ob dies auch 
fiir die Wasserabgabe lebender und toter Blatter zutrifft, mu&te aus begreiflichen 
methodischen Schwierigkeiten unterbleiben. Einer Annahme protoplasmatischer 
Proteine als Transpirationsregulatoren stehen indes andere Beobachtungen ent- 
gegen. Nach dem Gesagten miissen wir die Hauptwiderstinde in die Kutikula 
bzw. die kutikularisierten Schichten verlegen. Nun ist es aber fiir den Ausfall der 
Versuche in der Regel gleichgiiltig, ob die Salze von aufen an die Blatter heran- 
gebracht (Eintauchversuche, S. 110) oder mit dem Transpirationsstrom aufgesogen 
und so von innen her der Epidermis zugefiihrt werden (Aufsaugversuche, S. 122 ff). 
Dies zwingt zur Annahme, daft die Schichte, die fiir die Transpirationsinderungen 
mafgeblich ist, den Ionen von aufen und innen in gleicher Weise zuginglich sein 
mu. Lage diese Schichte unterhalb der Kutikula, so miifte letztere fiir Anionen 
und Kationen (in den meistverwendeten Konzentrationen von n/50 liegt ja praktisch. 
alles Salz in dissoziiertem Zustande vor) gleicherweise durchgangig sein. Nach Loeb 
& Beutner verhalt sich aber die Kutikula (des Apfels) wie eine selektiv ionen- 
permeable Membran (etwa wie eine negativ geladene Kollodiummembran), so daf 
eine gleichhohe Permeabilitaét fiir Kat- und Anionen, wie sie das Auftreten der 
entsprechenden lIonenreihen voraussetzen wiirde, schwer vorstellbar ist. Die 
Anderung der Durchtrittswiderstinde diirfte daher in der Kutikula selbst liegen; 
zu diesem Schluf ist Gidumann (1942) auf Grund der Wirkungen verschiedener 
Feuchtigkeit usw. gekommen; wir haben diese Méglichkeit bereits auf Grund der 
Ionenwirkungen auf die Transpiration und die Quellung der Hautgewebe von 
Zweigen usw. als naheliegend in Betracht gezogen (1950). Proteine sind nun inner- 
halb der Kutikula oder der Kutikularschichten mikrochemisch nicht nachgewiesen 
worden, was alierdings die Méglichkeit nicht ausschlieRt, daR geringste, maskiert 
vorliegende und mikrodiemisch nicht erfafbare Mengen von Proteinen doch An- 
derungen der Durdhlassigkeit bewirken kénnten. Das gleiche gilt fiir die Lipoide, 
insbesondere Phosphatide, die nach Hansteen-Cranner fiir eine Reihe von 
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Eigenschaften pflanzlicher Zellwande verantwortlich sind. Derartige Stoffe werden 
allerdings durch einwertige Salze nur wenig beeinflufit, Flockungen usw. treten erst 
durch Einwirkung zweiwertiger Ionen auf, wobei Hemmungswirkungen einwertiger 
Ionen zu beobachten sind (Koch, Degkwitz). Die Salzkurven und noch mehr 
die p,-Wirkungen werden daher kaum auf Lipoide allein zuriickzufiihren sein. 
Mikrochemisch bzw. optisch sind in der Kutikula und den Kutikularschichten Zellu- 
lose, Pektin, Wachs und Kutin nachgewiesen worden (Meyer). Zellulose scheidet 
fiir die Erklérung aus, da ihr Entladungspunkt um p,, 3 liegt (Drawert, Héfler) 
und im alkalischen Bereich eine steigende negative Aufladung zeigt. Wachse 
kommen natiirlich gleichfalls nicht in Frage. Pektine sind neuerdings von Dauel 
kolloidchemisch untersucht worden; danach zeigen Saftpektine um den Neutralpunkt 
wohl ein Viskositaétsmaximum, das aber nicht mit einem isoelektrischen Punkt iden- 
tifiziert werden kann, da den Pektinen keine Ampholytnatur zukommt und die 
Viskositét im IEP. minimal sein miiftte. Ob sich wandstandige native Pektine 
anders verhalten, mii&te erst untersucht werden. Dem Kutin selbst die Ampholyt- 
natur zuzuschreiben, muf vorerst wohl nur als Arbeitshypothese betrachtet werden; 
eine Argumentation per exclusionem allein geniigt natiirlich noch nicht. Auf ver- 
schiedene Punkte, die eine solche Méglichkeit denkbar erscheinen lassen, haben wir 
bereits (1950) hingewiesen. Der auf Grund unserer Peridermversuche postulierte 
gleichartige Quellungsmechanismus finde im ahnlichen Aufbau des Suberins und 
Kutins — beide unterscheiden sich im wesentlichen durdh einen verschiedenen Poly- 
merisationsgrad (Zetsche) und, soweit bekannt, durch das Vorkommen der 
Phellonsiure (Wisselingh) — zumindest kein Gegenargument. 

Eine Méglichkeit, die verschiedenen Salzwirkungen beim Quellungs- und Kuti- 
kulartyp zu erkliren, kénnte in der bereits erwihnten selektiven Ionenpermeabili- 
tat der Kutikula gesehen werden. So gibt z. B. ein Apfel in Wasser selbst nach 
langerer Zeit keine Ionen ab; in einer verdiinnten Salzlésung erfolgt dagegen 
Ionenaustritt unter gleichzeitigem Austausch (Michaelis). Auf diese Weise kénn- 
ten nun auch Ionen beim Eintauchversuch in die Blatter geschafft werden, wobei 
der Austausch gegen Lithium entsprechend seiner geringeren Beweglichkeit lang- 
samer, die Wirkung auf die Transpiration daher geringer sein miifte als beim Ein- 
tauchen in Kaliumlésungen. So kénnte eine Reihe Li< K wohl zustande kommen. 
Beim Quellungstyp wirkt das Li’ entsprechend seiner starken Hydratation starker 
quellend als K’, so da die entgegengesetzte lyotrope Reihe resultiert. Wir méchten 
es jedoch fiir wenig wahrscheinlich halten, da solchen Vorgingen beim Zustande- 
kommen der Reihen eine wesentlichhe Rolle zukommt. Wenn die Kutikula als 
selektiv ionenpermeable Membran wirkt, dann miifte es gleichgiiltig sein, welches 
Anion gleichzeitig mit dem Kation geboten wird, umgekehrt miifte im sauren Be- 
reich das Kation gleichgiiltig sein (Michaelis, Mond & Hoffmann). Selbst 
wenn man der Kutikula nur relative Ionenselektivitaét zuschreibt, miiRte doch die 
Wirkung des permeierenden Ions iiberwiegen. Davon kann aber nach unseren Beob- 
achtungen keine Rede sein, Anionen- und Kationenreihen treten nebeneinander mit 
durchaus vergleichhbaren Unterschieden der Endwerte der Reihen (der sogenannten 
Ionenspreizung Ostwalds) auf. Auch die Gleichartigkeit der Reihen im Auf- 
saug- und Ejintauchversuch wire lediglich auf Grund einer Selektionswirkung bei 
der Ionenaufnahme durch die Blattoberflaiche nur schwer zu verstehen. Schlief- 
lich hat gerade das schwer bewegliche Lithium-Ion in schwachen Konzentrationen 
die starkste Transpirationserhéhung zur Folge (vgl. Abb. 2). Es hat ganz den 
Anschein, als ob die Kutikula beim Verdunsten der Lésungen, gleichgiiltig ob sie 
nun als Film an der Aufenseite der Blatter haften oder von innen her mit dem 
Transpirationsstrom herangebracht worden sind, mit den Salzen gewissermafen 
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impriagniert wird, wobei — vorbehaltlich diesbeziiglicher eingehenderer Potential- 
messungen — elektrokinetische Vorgange eine nur untergeordnete Rolle spielen 
diirften. 

Beim Quellungstyp bereitet die Erklarung der Ionenreihen keine besonderen 
Schwierigkeiten. Die Wegsamkeit der Gewebe und der Membranen erhdéht sich mit 
zunehmender Wassersattigung, wobei die Diffusionswiderstinde geringer werden. 
Dieser Zusammenhang von Hydratations- und Permeabilitaitserhéhung ist fiir Mem- 
branen pflanziicher Natur von Wiesner, Kamp, Rudolph, Gaiumann u. a. 
festgestellt worden, fiir das Plasma u. a. von Osterhout, Fitting, Kaho, 
H6éfler, Weber, und auch an kiinstlichen Modellmembranen sind dhnliche Be- 
ziehungen zwischen Quellbarkeit und Durdchlissigkeit gefunden worden (Michae- 
lis, Fujita, Mond & Hoffmann). Dem stehen allerdings auch gegenteilige 
Befunde entgegen. So hat schon Raber an Laminaria eine der Quellungsreihe 
entgegengesetzte Permeabilititsreihe gefunden; an Sparmannia-filamenten wird die 
Permeabilitaét durch quellungsférdernde Anionen vermindert (Biinning). Auch 
Bogen hat neuerdings vor einer diesbeziiglichen Verallgemeinerung gewarnt und 
auf die Méglichkeit lokalisierter Wirkungen auf das Hydratationsmuster hinge- 
wiesen, wodurch je nach dem benutzten Test verschiedengerichtete Ionenreihen ent- 
stehen kénnen. Derartige Uberlegungen beziehen sich allerdings in erster Linie auf 
das wesentlich labilere Protoplasma, das zudem hinsichtlich seiner Quellung kaum 
wesentlichen raiumlichen Beschrinkungen ausgesetzt ist. Permeabilitatsvermin- 
derung bei Quellungszunahme konnte auch an kiinstlichen Membranen von Hitch- 
cock gefunden werden. In gelatinierten Kollodiummembranen werden durch die 
quellende Gelatine die Poren verstopft und damit die Durchlassigkeit vermindert. 
Bei diesem Modell handelt es sici demnach um eine zusammengesetzte Membran 
mit verschieden quellbaren Komponenten, die wir vielleicht in gewisser Hinsicht 
mit der Epidermisaufenwand vergleichen kénnen. In ihr liegen gleichfalls ver- 
schieden quellbare Stoffe, wie Zellulose, Kutin, neben Wachs usw. voneinander raum- 
lich nicht unabhangig und gewissermafen ineinander verspannt vor. Innerhalb der 
Kutikula wurde ein submikroskopisches Porensystem durch Strugger bzw. Rou- 
schal und Strugger nachgewiesen; es ist somit durchaus méglich, daf.- die 
Quellungserhéhung irgendeiner Komponente der Kutikula zu einer Verengung des 
Porendurchmessers und damit zu einer Erhéhung der Diffusionswiderstande fiihrt. 
Quellungserhéhende Agentien werden demnach die Kutikulartranspiration herah- 
setzen und somit die lyotrope Reihe des Quellungstyps hinsichtlich der Wirkung 
auf die Transpiration umkehren; die Reihen lauten demnachh Li<( K und Cl> J, . 
wie dies auch an den Epidermen von Zweigen, Apfeln sowie an den Blattern von 
Buxus, Fraxinus Rhododendron usw. der Fall ist. Dies gilt natiirlich so lange, als 
die Membran bzw. das die Quellung kentrollierende Kolloid negativ geladen ist, 
also in alkalischhem und auch noch in neutralem Milieu, da p, und IEP der Zell- 
wande im schwachsauren Gebiete liegen (Small). Mit der Umladung im stark 
sauren Gebiet vertauschen Kation und Anion die Platze, so daf die gegensinnigen 
Reihen: K << Li und J >CI resultieren. Im Zusammenfallen des p,, des Umkehr- 
punktes der Reihen mit dem Transpirationsmaximum, also dem IEP des quell- 
baren Kérpers minimalen Hydratationsgrades und damit gréRter Durchlissigkeit, 
sehen wir eine der stiarksten Stiitzen fiir diese Deutung. 

Es hangt von den jeweiligen Eigenschaften der Membrankolloide ab, ob die 
quellungsférdernde Wirkung der Kationen iiberwiegt (in diesem Falle wird die 
Transpiration unter den Wasserwert sinken), oder die quellungshemmende Wirkung 
des Gegenions; in letzterem Falle wird die Wasserabgabe iiber die der Kontrolle 
ansteigen. Als Modelle fiir die beiden Fille der Ionenwirkung kénnen wir mit 
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Walter die Quellung von Gelatine und Agar-Agar ansehen. In welchem Maf nun 
das Kation adsorbiert wird (im sauren Bereich vice versa das Anion), wird sicherlich 
mit dem Zustand, dem Alter usw. des Blattes sich andern, und wohl auch vom 
Vorhandensein von Salzen innerhalb der Membran (vom Transpirationsstrom oder 
von Verunreinigungen stammend), die die vorhandenen Platze besetzen, abhangen. 
Der Wasserwert wird demnach innerhalb der Ionenreihen eine unregelmafige und 
schwankende Lage einnehmen, wie dies auch tatséichlich immer wieder zu beobachten 
ist. Die Ionenfolge selbst wird dadurch nicht beriihrt. 

In quantitativer Hinsicht wird das Ausmaf der Bremsung des Wasserstromes 
innerhalb der Poren und damit z. B. die Amplitude der Konzentrationskurven oder 
die Differenz der Durchlissigkeitswerte zwischen den Endgliedern der Reihen (die 
Ionenspreizung) von zwei Faktoren abhiangen, némlich von der Gréfe der Ionen- 
hiillen und dem verfiigbaren Porenquerschnitt. Michaelis wies an Kollodium- 
membranen und Brauner an der Aesculus-Testa nach, daf die Filtrations- 
geschwindigkeit von stark hydratisierten Ionen durch Poren submikroskopischer 
GréRenordnungen nur einen Bruchteil der auf Grund freier Diffusion bzw. der 
Viskositaét zu erwartenden Werte betragt. In solch engen Poren wirken die von 
den Porenwandungen ausgehenden elektrokapillaren Krafte als zusatzliche Brems- 
krafte und verursachen gegeniiber dem Hagen-Poiseulle-Gesetz eine gewaltige 
Ubersteigerung der Unterschiede der Filtrationsgeschwindigkeiten. Wir kénnen diese 
Vorstellung ohne Schwierigkeiten auf die Kutikula iibertragen, wenn wir uns nur 
stets vor Augen halten, daf es sich nicht um eine Salzpermeabilitaét, sondern um 
eine durch Salze modifizierte Wasserpermeabilitat handelt. Die Porenwandungen 
bzw. die angelagerten Ionen iiben eine richtende Kraft auf die benachbarten Wasser- 
dipole aus. Stark hydratisierte Ionen werden demnach den verfiigbaren Poren- 
querschnitt starker verengen als schwach hydratisierte, so da Membranladung und 
Quellungszustand gleichsinnig auf die Durchstrémung einwirken werden. Hinsicht- 
lich der Kationen ist dies auch tatsachlich sowohl bei Blattern als auch bei Epi- 
dermen von Zweigen der Fall: auch fiir die Anionenreihe Cl> J im neutralen oder 
alkalischen Bereich kénnen sinngemaéf dhnliche Uberlegungen gelten. Schwierig- 
keiten bereitet dagegen die Deutung der an Blattern vorwiegend gefundenen Reihe 
Cl< J bzw. ihre Umkehrbarkeit im sauren Bereich. Sie findet in Modellversuchen 
kein Analogon; nach Risse filtriert das CNS’-Ion durch positive Gelatine rascher 
als Cl’- oder das SO’’,-Ion, auch Mond und Hoffmann beobadhien an positiven 
Membranen gleichfalls eine Hemmung der Wanderungs- resp. Filtriergeschwindig- 
keit mit zunehmender Ionenhiille. Wir sind daher bei der Erklarung dieser Reihen 
vorlaufig nur auf Mutmafungen angewiesen. Als einfachste Erklarung erschiene 
die Annahme, daf diese Reihe nichts anderes ist als die dem Quellungstyp ent- 
vorlaufig nur auf Mutmafungen angewiesen. Sie als die dem Quellungstyp ent- 
sprechende Anionenreihe aufzufassen zwange konsequenterweise zur Aufgabe der 
Vorsiellung eines dem Quellungs- wie dem Kutikulartyp gemeinsamen Quellungs- 
mechanismus, der durch unsere Versuche an Peri- und Epidermen nahegelegt wurde. 
Eher kénnte vielleicht an eine Bremsung durch die Hydratationshiillen der Anionen 
innerhalb der anionen-impermeablen Membran gedacht werden; dem KJ als einem 
aus zwei schwach hydratisierten- Ionen bestehenden Ionenpaar kime dann die 
geringste Bremswirkung zu, womit die Fortsetzung des Transpirationsanstieges 
von LiCl< KCI]1< KJ erklarlich wire. Im sauren Bereich, also bei positiver 
Membranladung wiirden dann infolge der nunmehr bestehenden Kationen-Imper- 
meabilitat die umgekehrten Verhialtnisse eintreten, wobei woh! auch an eine ahn- 
lihhe Wirkung des jeweiligen Gegenions zu denken wire, wie sie der Anionen- 
quellung von Kolloiden zugrundeliegt. Eine eingehendere Erérterung dieser Reihe 
muf mangels eines entsprechenden Modells vorderhand noch zuriickgestellt werden. 
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In die Vorstellung einer Bremswirkung gequollener Membrankolloide bzw. 
lonenhiillen fiigen sich ferner auch die Konzentrationskurven ein. Da das Li’-Ion 
eine wesentlich stirkere Bremsung verursacht, wird die Amplitude der Li‘-Konzen- 
trationskurve wesentlich gréRer sein und sich mit der K‘-Kurve iiberschneiden miis- 
sen. Es ergibt sich somit eine Umkehr der Reihen mit steigender Salzkonzentration, 
die wir immer wieder finden konnten (Tab. 6), wobei die Kationenreihe in den nie- 
deren Konzentrationsstufen der Quellungsreihe entspricht. Es erfolgt also, im 
Gegensatz zur Durchlissigkeit der Aesculus-Testa (Brauner), bei der Kutikula 
eine mefbare Verainderung der Durdchlassigkeit schon in niedrigen Konzentrationen 
der angewandten Salze. Die dabei stattfindende Erhéhung der Wasserabgabe folgt 
zunachst der Hydratationsreihe, wie dies auch bei der Aesculus-Testa (freilich erst 
in héheren Konzentrationen, ein lebendes Blatt und eine trockene Samenschale sind 
eben nur qualitativ vergleichbar) der Fall ist. Die Bremsung der Wasserabgabe 
und, damit im Zusammenhang stehend, die Umkehrung der Reihe erfolgt offenbar 
erst bei einem gewissen Ionen-Uberschuf, so daf& daraus der wellenférmige Verlauf 
der Konzentrationsabhingigkeit der Kutikulartranspiration resultiert. Sind die ver- 
fiigbaren Platze bereits vor Versuchsbeginn, z. B. durch schwer entfernbare Ionen 
besetzt (in erster Linie wird hiefiir das Ca‘* in Frage kommen, vgl. S. 125, so wird 
die anfangliche Transpirationserhéhung ausbleiben und die Ionenwirkung sofort 
mit einer Bremsung einsetzen (Abb. 2). 

Es sei in diesem Zusammenhang an die Quellungskurven Rudsits erinnert; sie 
zeigen in ahnlich geringen Konzentrationen eine Quellungsverringerung der Gela- 
tine und erst bei héheren Konzentrationen der Salze ein Quellungsmaximum, sie 
stellen also ein getreues Negativ unserer an Blattern erhaltenen Konzentrations- 
kurven dar. Da aber die Versuche Rudsits an nicht besonders gereinigter Handels- 
gelatine durchgefiihrt wurden, ist anzunehmen, daf die darin stets vorhandenen 
Kalziumsalze fiir den Kurvenverlauf verantwortlich sind; dies legt das Auftreten 
eines doppelten IEP nahe, mit welchem Befund Rudsit ziemlich vereinzelt dasteht. 
Ubrigens scheint auch, wie eigene diesbeziigliche Versuche ergeben haben, die Ver- 
dunstung von Gelatineplatten durch steigende Mengen von Salzen, namentlich Li’- 
Salz, in einer ahnlichen Weise beeinflu&t zu werden, wie wir es an Blattern ge- 
funden haben; dabei diirfte die Lage des ersten Transpirationsmaximums von der 
in der Gelatine vorhandenen Ca‘’-Menge abhangig sein. Weitere Bestatigungen 
dieses vorlaiufigen Befundes miissen allerdings abgewartet werden. Es ist klar, daf 
antagonistische IJonenwirkungen u. U. zur weiteren Komplikation der Verhiltnisse 


beitragen kénnen; unser Erklarungsversuch der Wirkungen der Salze auf die. 


Kutikulartranspiration auf Grund von Quellungs- und Poreneffekten selbst er- 
leidet dadurch keine Einschrankung. 

Die geschilderten Bremswirkungen kénnen nur bei entsprechend engen Poren 
voll zur Auswirkung kommen; mit zunehmendem Porenradius wird ihre Wirkung 
abnehmen, die ,,lonenspreizung“ und die Amplitude der Konzentrationsabhingig- 
keit geringer werden miissen. An Blittern verschiedenen Alters konnten wir tat- 
sichlich wechselnde Amplituden und verschieden deutlichen Reaktionsausfall er- 
halten; ebenso waren die Blatter im Friihjahr zu den Versuchen wesentlich schlechter 
geeignet als zu spaterer Jahreszeit. Wir sind derartigen Zusammenhingen nicht 
naher nachgegangen, sind aber iiberzeugt, daf® sich Beziehungen mit der von Giau- 
mann gefundenen Abhartung bzw. irreversiblen Verainderung innerhalb der Kuti- 
kula nach Austrocknen usw. nachweisen lassen werden. Diesbeziiglichhe Unter- 
suchungen sind u. a. an Picea in Angriff genommen worden. Beim Uberschreiten 
einer bestimmten Porenweite werden die durch die Bremsung verursachten Ionen- 
wirkungen iiberhaupt nicht mehr fiihlbar sein bzw. ganz aufhéren. Dann wird 

- 
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die Durchlassigkeit der Kutikula ausschlieflich durch ihren Quellungsgrad bestimmt 
sein, wie wir dies z. B. bei Kerria oder der Apfelsorte ,,Geflammter Kardinal“ 
kennengelernt haben (Hartel 1950). 

Durch dieses Konzept erscheint es miglich, das gegensiatzliche Verhalten von 
Kutikulartyp und Quellungstyp auf blo& graduelle Unterschiede, eben der Poren- 
weite, zuriickzufiihren. Wenn es sich auch auf die auf anderem Wege erschlossenen 
Vorstellungen vom submikroskopischen Bau der Kutikula und bekannter Eigen- 
schaften quellbarer Ampholyte stiitzt, diirfen wir es doch erst dann als erwiesen 
betrachten, wenn die Anderung der Porenweite auch auf direktem Wege nach- 
gewiesen ist. Dies ist mit Hilfe von Farbstoffen bereits gelungen, die diesbeziig- 
lichen Beobachtungen werden in Kiirze veréffentlicht. 


Zusammenfassung 


1. Die kutikulare Wasserabgabe von Blattern wird durch Kationen 
(n/50-Lésungen von alkalischer bis neutraler Reaktion) im gleichen Sinne 
wie an Epidermen von verholzten Zweigen, Apfeln usw. (Hartel 1950) 
nach der Reihe Li<t Na<(K und Ca<( Sr< Ba erhdht. Ionen verschiede- 
ner Wertigkeit ergeben in mehreren Fallen beim Vergleich der jeweiligen 
Anfangsglieder die Reihen Li < Ca < Al, also gleichfalls eine Zunahme der 
Wasserabgabe mit der dehydratisierenden Wirkung der Ionen. Diese der 
Adsorptionsreihe Michaelis’ entsprechende Reihe wird als ,,Kutikular- 
typ“ dem an verkorkten Geweben gefundenen ,,Quellungstyp“, dessen 
Tonenfolge der lyotropen Reihe folgt, gegeniibergestellt. 

2. Die Anionen folgen entweder gleichfalls den an Zweigen usw. ge- 
fundenen Reihen (Wasserabgabe von Cl’ iiber Br’ nach J’ abnehmend) oder 
es tritt in der Mehrzahl der untersuchten Faille eine Transpirationserhé- 
hung von Cl’ zum J’ auf. 

3. Es ist in der Regel gleichgiiltig, ob die Salze von aufen an die Blatter 
herangebracht werden (,,Eintauchversuche”) oder ob sie mit dem Transpira- 
tionsstrom aufgesaugt und so von innen her der verdunstenden Oberflache 
zugefiihrt werden, eine Versuchsdauer von mindestens 48 Stunden voraus- 
gesetzt (,,Aufsaugversuche’). 

4. Simtliche Reihen sind bei saurer Reaktion umkehrbar; das py, bei 
dem die Umkehr erfolgt, fallt mit der azidimetrischen Lage des Maximums 
der Kutikulartranspiration zusammen. 

5. Der Richtungssinn der Reihen ist ferner von der Konzentration der 
Salze abhangig. In schwachen Lésungen (etwa unter n/100 bis n/1000) treten 
dem Quellungstyp entsprechende Reihen auf. Im Konzentrationsbereich 
zwischen n/50 und n/100 kehren sie sich in die Reihen des Kutikulartyps 
(Adsorptionsreihen) um. Der Umkehrpunkt kann fiir Anionen und Katio- 
nen bei verschiedenen Konzentrationen liegen. Ein entsprechendes Ver- 
halten tritt im Aufsaugversuch auf; hiebei wird die kutikulare Wasser- 
abgabe in den ersten Versuchsstadien nach der Quellungsreihe verandert, 
der Richtungssinn kehrt sich aber im Laufe des Versuches mit zunehmender 
Anreicherung der aufgesaugten Salze in der Epidermis um. 

6. Die Abhingigkeit der kutikularen Wasserabgabe von der Salzkonzen- 
iration folgt einer wellenférmigen (beinahe sinusartigen) Kurve; einwertige 
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Ionen erhéhen in Konzentrationen um n/1000 die Transpiration, mit stei- 
gender Salzkonzentration nimmt sie wieder ab und erreicht um n/30 ein 
Minimum, worauf ein neuerlicher Anstieg einsetzt. Bei zweiwertigen Ionen 
sind die Kardinalpunkte in niedrigere Konzentrationen verschoben. Stark 
hydratisierte Ionen (Li’, Cl’) bewirken eine gréfere Amplitude der Kurve 
als schwach hydratisierte. 

7. Die durch Salze resp. Ionen (mit Ausnahme des Ca‘’) bewirkten 
Anderungen der kutikularen Wasserabgabe sind durch Auswaschung weit- 
gehend riickgangig zu machen. 

8. Die Versuchsergebnisse sprechen fiir eine Kontrolle der kutikularen 
Wasserabgabe durch einen umladbaren Ampholyten (Kutin?). Eine Mit- 
beteiligung lebenden Protoplasmas muf ausgeschlossen werden. Unter Zu- 
grundelegung des Meyerschen Schemas des submikroskopischen Baues 
kutinisierter Schichten sowie der an Peri- und Epidermen erhaltenen Er- 
gebnisse wird eine Erklirung der Ionenwirkungen auf Grund von Quel- 
lungserscheinungen der Membrankolloide bzw. von Poreneffekten versucht. 
In einer aus verschieden quellbaren Stoffen aufgebauten Membran (Zellu- 
lose, Wachs, Kutin, Pektin) kénnen durch Entquellung Porenwege frei- 
gegeben und die Diffusionswiderstande herabgesetzt werden; Quellung be- 
wirkt das Gegenteil. In engen Poren erfahren die Ionenwirkungen durch 
die Bremswirkung der Ionenhiillen auf die Wasserdipole eine Verstarkung 
oder eine Modifikation (Herabsetzung der Kutikulartranspiration durch 
Anionen nach MaRgabe der Hydratation). In relativ weiteren Poren werden 
derartige Einfliisse zuriicktreten und die Wasserdurdhlassigkeit schlieflich 
nur mehr durch den Quellungsgrad der Membran reguliert werden (Quel- 
lungstyp). Die Reihen sowohl des Quellungs- als auch des Kutikulartyps 
werden demnach durch die gleichen Quellungsvorgiange bestimmt (im we- 
sentlichen gleichartige Dampfdruckisotherme, Hartel 1950), die ver- 
schiedene Verhaltensweise wird auf graduelle Unterschiede der Porenweite 
zuriickgefiihrt. 
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I. Einleitung 


Cholnoky und Héfler haben darauf hingewiesen, daf Mischvege- 
tationen aus zahlreichen Algenarten, wie sie in unseren Hochmooren vor- 
kommen, ein ausgezeichnetes Material fiir vergleichend zellphysiologische 
Studien und fiir Vitalfarbungsversuche im besonderen liefern. 

Wir haben im Sommer 1949 solche Versuche an Hochmooralgen neuer- 
lich aufgenommen. Die folgenden Versuche sind im September 1949 wiah- 
rend eines Arbeitsaufenthaltes in der Ramsau bei Schladming, einem am 
Siidfuf des Dachsteinmassivs in Obersteiermark bei 1050 bis 1200m See- 
hdhe gelegenen Plateau, durchgefiihrt worden. Die Moore des Gebietes 
liefern ein schier unerschépfliches Material, welches an Artenreichtum die 
von Cholnoky und Héfler im Winter 1944/45 verwendeten Materialien 
noch weit iibertrifft. Nur eine Auswahl der in den Praparaten vorhandenen 
Formen konnte zu naherem Studium herangezogen werden, wahrend zahl- 
reiche andere Arten daneben mit beobachtet wurden und so die allgemeinen 
Folgerungen, zu denen die Versuche fiihriten, befestigen halfen. 

Wir haben zunachst einige der gebrauchlichen basischen , Vitalfarb- 
stoffe, gelést 1: 10000 in destilliertem H,O, angewandt. Wir arbeiteten vor- 
nehmlich mit den dissoziierenden Farbstoffen Brillantcresylblau und Neu- 
tralrot, deren Umschlagsbereich in der neutralen bzw. schwach sauren Zone 
der c,-Reihe liegt, und mit dem praktisch undissoziierten elektroneutralen 
Farbstoff Rhodamin B. 

Es hat aber bei der Deutung der Bilder eine Schwierigkeit, wenn die 
Farbung nur bei einer c,-Stufe vorgenommen worden ist. Bekanntlich sind 
die dissoziierenden basischen Farbstoffe in saurer Lésung ionisiert, wobei 
das Farbkation der gefarbte Teil ist, in alkalischer Lésung aber in Form 
undissoziierter Molekiile vorhanden. Die Molekiile sind lipoidléslich und 
permeierfahig, die Farbkationen, ihrer Natur nach an das wasserige Me- 
dium gebunden, sind lipoidunléslich und unfahig, zu permeieren und das 
Protoplasteninnere anzufarben. In neuerer Zeit haben sich Strugger 
(1936, 1940, 1941 f.) und Drawert (1937, 1939, 1940, 1948) die gréRten Ver- 
dienste um die Anwendung c,-gestufter Farbbadreihen im Vitalfarbe- 
versuch erworben. Der Umschlagspunkt bzw. Umschlagsbereich von der 
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dissoziierten zur molekularen Form liegt von Farbstoff zu Farbstoff ver- 
schieden in der cy-Reihe. Héfler betont zumal auf Grund seiner Fluoro- 
chromierungsversuche mit Akridinorange (1947, 1948 a,b, 1949 a,b), daft in 
einem breiteren Bereich der c,-Skala, als vordem angenommen, permeier- 
fahige Molekiile und permeierunfahige, adsorbierbare Farbionen in ab- 
gestuftem %-Anteil nebeneinander vorhanden sein miissen. In diesem 
Bereich wird daher die Art der Farbung — im Sinne Drawerts (1940, 
1948) — ganz wesentlich vom Speichervermégen der Zellsifte mit beein- 
fluBt werden. In ,,vollen“, d. h. speicherstoffiihrenden Vakuolen werden 
diese gefiirbt werden, bei Zellen mit ,,leeren“, d. h. speicherstofffreien Zell- 
siften aber im selben Farbbad blo die Membranen. 

Wir haben nun im Sommer 1949 zunichst unser Interesse vornehmlich 
der Farbung von Algenmembranen und von Algengallerten zugewandt. Za 
diesen hat auch der ionisierte Anteil der Farblésung vollen Zutritt, da 
er beim Anfarben keine semipermeablen Plasmaschichten zu _passieren 
braucht. Um nun die Vorginge auch in ungepufferter wifriger Farb- 
lésung ungetriibt beobachten zu kénnen, suchten wir nach einem Farbstoff, 
dessen Umschlagsbereich in der alkalischen Zone liegt, der also bei py 5—6 
schon vollstandig dissoziiert ist. Denn wenn Molekiile im Farbbad fehlen, 
so kann sich das Protoplasten-Innere nicht anfarben, und damit werden 
auch die komplizierten, von Objekt zu Objekt verschieden sich auswirken- 
den Vorginge der Speicherkonkurrenz weitgehend ausgeschaltet. 

Unsere Wahl fiel auf das Toluidinblau. Es ist dies ein tinktions- 
kraftiger und ziemlich unschadlicher basischer Vitalfarbstoff, iiber welchen 
im Schrifttum schon viel wertvolle Angaben vorliegen. Auf botanischer 
Seite hat sich mit ihm zumal Czaja eingehend befaft. Er hat zuniichst 
(1954) die Metachromasie der ,,inkrustierten“ und ,,nicht inkrustierten™ 
Zellmembranen nach Toluidinblaubehandlung untersucht. Wir danken ihm 
ferner (1936) eine an guten Beobachtungen reiche vergleichende Vitalfarbe- 
studie, worin Objekte aus allen Gruppen des Pflanzenreiches gepriift 
wurden. Czaja glaubt allerdings, allgemein eine rotviolette Farbung fiir 
..Absorptionsgewebe~ im Sinne der physiologischen Anatomie zu finden. 
Es handelt sich aber dabei wohl gréftenteils um die Farbung reiner Zellu- 
lose bzw. Chitinwandungen, denn rotviolett erscheint bei Anwendung von 
Toluidinblau die elektroadsorptive Membranfirbung; sie lat sich durch 
starke Elektrolyte (CaCl,) unmittelbar auswaschen, wiihrend die blaue 
chemische Niederschlagsfarbung~ (Drawert) von Zellwinden durch 
CaCl,-Behandlung unberiihri bleibt?. Czajas funktionelle Ausdeutung 
kam also vielleicht noch zu friih. Wiesner hat jiingst an Allium-Zellen 
die metachromatischen Erscheinungen neuerlich studiert und geklart; wir 
verweisen auf ihre Befunde. 


II. Ausgangsversuche 


Wir verwendeten fiir die Vitalfarbungsversuche Algenaufsammlungen 


1 Vgl. zumal die in dieser Zeitschrift erschienene Arbeit von Stiegler iiber 
Farbung von Pflanzenmembranen mit Cresylechtviolett. 
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aus den Ramsauer Hochmooren. Es lagen uns etwa 80 Proben vor, die teils 
aus dem in der algologischen Literatur bekannten ,,Ramsauer Torfmoor* 
(,RT.“) (Heimer] 1892, Héfler 1926) stammten, welches, bequem zuging- 
lich, an der Strafe Schladming—Ramsau, dort, wo sie die Plateauhéhe er- 
reicht, in 1060 m Seehdhe gelegen ist, teils aus dem noch urspriinglicheren, 
etwa 3km westlich bei 1200m gelegenen Legféhrenhochmoor beim Karl- 
wirt (,,.RMK.“, Lokalname Schwaigermoos). Wir wahlten ein artenreiches 
Material aus dem Auftrieb von einer tieferen Stelle eines alten Grabens, 
der das Moor RMK. von Ost nach West durchzieht. 

Die Closterien dominierten. Am reichlichsten fand sich Closterium 
Dianae, welches sich offenbar im Auftrieb stark vermehrt hatte, und Closte- 
rium gracile, ferner von Desmidiaceen Pleurotaenium nodulosum, Xan- 
thidium armatum, Arthrodesmus convergens, Netrium oblongum, Closte- 
rium (Penium) libellula und navicula, Closterium Leibleinii, Cl. angusta- 
tum, Cl. striolatum, Cosmarium tumidum, C. pyramidatum, C. conspersum, 
Micrasterias angulosa, M. rotata, Staurastrum Heimerlianum, St. dejectum, 
St. muticum, St. teliferum und die fadenférmigen Zieralgen Hyalotheca 
dissiliens und Desmidium Swartzii. GréRere Fadenalgen, wie Zygnema, 
die sonst oft den Hauptteil des gebotenen Farbstoffes in den Zellmembranen 
wegspeichern, fehlten. Nur kurze Fadenstiicke einer kleineren Mougeotia 
traten auf. Einzellige Chlorophyceen waren vorhanden (Chlorococcum 
botryoides u. v. a., vereinzelt die Heteroconte Chlorobotrys regularis), dazu 
regelmaig einige Diatomeenarten, von denen Frustulia vulgaris Thwaites 
und Tabellaria flocculosa (Roth) Ktz. zur Beobachtung herangezogen wur- 
den. Die sparlichen Blaualgen (Aphanothece sp.) werden im folgenden 
nicht beriicksichtigt. 

Es geniigte Kurzfarbung von 2 Minuten mit Toluidinblau 1: 10000, in 
H,O gelist, wobei auch die empfindlicheren Arten ungeschadigt blieben; 
dann wurde mit destilliertem H,O griindlich ausgewaschen und darin be- 
obachtet. 

Das Ergebnis der ersten Fiarbeversuche war, daft zahlreiche Arten eine 
intensiv violette Membranfarbung, viele gallertfiihrende dazu eine mehr 
oder minder starke Tinktion der Gallerthiillen aufwiesen. Das Zellinnere 
war aber bei den Conjugaten und Griinalgen, wie zu erwarten, ungefarbt 
geblieben. Unsere Beobachtungen iiber charakteristische Gallertfarbung der 
verschiedenen Arten soll an anderer Stelle ausfiihrlich mitgeteilt werden. 

Um die Natur der Zellwandfairbungen zu ermitteln, wandten wir die 
CaCl,-Probe an. Elektroadsorptive Membranfarbung verschwindet beim 
Auswaschen mit der CaCl,-Lésung sofort, da der Farbstoff durch die Ca- 
Kationen aus seiner Adsorptionsbindung verdraingt wird, wogegen sich 
chemische Niederschlagsfarbung~ (Drawert) der Zellwande erhalt. Durch 
die in der angegebenen Weise gefarbien, dann in H,O gebetteten Pra- 
parate wurde n/5-CaCl,-Lésung hindurchgesaugt. Die Zellmembranen der 
meisten Conjugaten? und Griinalgen entfarben sich und es tritt langsam 
eine normale Plasmolyse ein. 

Bei Closterium Dianae laRt sich beobachten, wie der aus der Membran 
gedriangte Farbstoff sich nachher im .,Vorraum™~ zwischen Zellwand und 
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plasmolysiertem Protoplasien in einer gelésten Form fand, wiahrend die 
sich kontrahierenden Protoplasten selbst véllig farblos verblieben. Kurz 
nach dem CaCl,-Zutritt sah man im Vorraum mehrfach lila Farbkugeln, 
die sich aber nachher bald listen (Abb. 1). Der Vorgang mahnt an: die von 





Abb, 1. 
sterium Dianae 
in Toluidinblau 


Clo- 


1: 10000 1 Min. 
gefarbt, dann 
in HO beob- 


achtet und nach 
5 Min. mit 0,2 
mol CaCl. be- 
handelt. Die 
Vorraéume des 
plasmolysierten 
Protoplasten 
sind gefarbt, es 
haben sich Ku- 
geln gebildet. 


Borriss (1937) und Pekarek (1938) an Zwiebelzellen ein- 
gehend studierten Prozesse. — Noch nach 20—30 Min. ist 
die Farbe im Vorraum diffus gelést, augenscheinlich in 
einer kolloidalen Form, die durch die Zellwand nicht oder 
doch nicht ungehemmt exosmieren kann. Vielleicht wehren 
die mit Eisen impragnierten Zellwande der Farbverbin- 
dung den Durchtritt; dem Eisen diese Rolle zuzuschreiben, 
wird durch den Umstand nahegelegt, daft bei vielen an- 
deren Desmidiaceen mit eisenfreier Wandung im gleichen 
Praparat nach adsorptiver Membranfairbung und Entfar- 
bung durch CaCl, solche diffusviolett gefiirbte Vorraume 
nicht gefunden werden. Die lebenden Protoplasten blei- 
ben auch anderwarts so wie bei den Closterien un- 
gefarbt. 

Eine Sonderstellung unter den Algen der Hochmoor- 
Biocénose nahmen aber die Diatomeen ein. So zeigte 
Frustulia vulgaris nach der Toluidinblaufarbung im Zell- 
inneren stets dunkelblaue Kiigelchen, welche im 
Plasma gelegen waren. Aufterdem war die Zellwand vio- 
lett tingiert. Wenn diese nach dem Durchsagen der CaCl.- 
Lésung ausbleichte, so blieben die Kiigelchen im Proto- 
plasten, wie zu erwarten, unvermindert stark gefarbt, denn 
die Salzlésung hat ja durch das semipermeable Plasma 
keinen Zutritt und kann schon deshalb auf die vitalgefarb- 
ten Elemente im Inneren des Protoplasten nicht einwirken. 

Die Beobachtung, daft sich die Diatomeenkérnchen, und 
nur diese, vital farbten, war uns von hohem Interesse. Wir 
haben daher zunachst Farbeversuche mit gleichem, in H,O 
geléstem Toluidinblau 1: 10000 auch an anderem, an rei- 
nem Diatomeen-Material angestellt. Wir verwendeten eine 
am 11. September im Untertal bei Schladming (Silikat- 
gestein) in einer Bachlache gesammelte Probe mit Diato- 


meenflocken; das Material, das uns Herr Dr. B. von Chol- 


noky (Enkhuizen) freundlich bestimmt hat, enthielt auf 


Gallertschlauchen sitzende Cymbella cistula (Hempr.) Grun., 





Cymbella austriaca und andere Formen. Die Farbezeit von 1 Min. geniigte. 
Die Flocken wurden, makroskopisch gesehen, rapid violett, im Mikroskop 
waren die Schlauche samt ihren Endkérnchen lila, die Zellmembran violett. 
In den Cymbellen waren aufferdem im Plasma zahlreiche dunkelblaue 
Koérnchen aufgetreten (Abb. 2a). Die Zellen der groBen Cymbella cistula 


? Die Membranfarbung erhielt sich aber beim CaCl-Zutritt in unseren Ver- 
suchen bei Penium cylindrus, Cosmarium conspersum und einigen anderen Des- 
midiaceen. 
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zeigten vollig normale H-férmige Chromatophoren mit spitz ausgezogenen 
Enden, sie waren zweifellos lebend. Die blauen Kérnchen warew gréften- 
teils fast in Ruhe, ohne BMB., was erkennen lief, daft sie im Plasma lagen. 
Wenige ganz kleine Kérnchen, die in lebhafter BMB. tanzten, lagen wohl 
im Zellsaft. — Wurde nun CaCl, vom Deckglasrand her zugesetzt, so ent- 
farbten sich die Gallertschlauche, wenn die Salzlésung herantrat, sofort 
vollig, auch die Zellwande entfairbten sich, aber auch beim folgenden 
Plasmolyseeintritt blieben die blauen Kérnchen voll gefarbt (Abb. 2b). 
Beim Festhalten der Protoplasten an den Haftpunkten (negativen Plasmo- 
lyseorten) in den Zellpolen (vgl. Cholnoky 1928) und dem Ausziehen der 
Protoplastenenden zu engen Schliuchen wurde die Lagerung der blauen 
Kérnchen im Zytoplasma unverkennbar. Bei der kleineren Cymbella 
austriaca sah man im Inneren der lebenden Zellen konvexe Tonoplasten, 





Abb. 2. Cymbella cistula: a) in 1 : 10000 Toluidinblau 1 Min. gefarbt, nach 15 Min. 
gezeichnet. b) Dasselbe Priparat mit 0,2 mol CaCle entfarbt. 


die blauen Kiigelchen waren daran auffen als Saum angereiht. Die Zell- 
sifte selbst waren farblos, die Fetttrépfchen im Plasma blieben stets un- 
gefairbi. Nach dem Farben und vor dem Zutritt der plasmolysierenden 
Lésung bewegten sich manche Zellen von Cymbella austriaca noch aktiv, 
zum Beweis, daft die Farbung der Kérnchen in der lebenden Zelle erfolgt 
war. — An mehreren anderen Diatomeenarten des Materials wurde Ahn- 
liches beobachtet. 

Wir stehen damit vor einer Frage von grundsatzlicher Bedeutung. Die 
Tatsache, daf so zahlreiche Zellsorten der Conjugaten und Chlorophyceen 
sich im Toluidinblau, in H,O gelést, im Zellinneren nicht anfirben, scheint 
dafiir zu sprechen, dafi permeierfihige Farbmolekiile bei der p,-Stufe der 
wasserigen Lésung noch nicht vorhanden sind, sondern daft der Farbstoff 
zur Gianze ionisiert ist. Denn daft Vitalfarbung der betreffenden Zell- 
sorten sehr wolil méglich ist, beweist die Farbbarkeit mit Brillantcresylblau 
und Neutralrot und das beweisen die — weiter zu beschreibenden — Er- 
folge der Toluidinblaufarbung im alkalischen Farbbad. Wie kann nun in 
den lebenden Diatomeenzellen die Fallung blauer Koérnchen bei der Re- 
aktion der in H,O ungepuffert hergestellten Toluidinblaulésung dennoch 
erfolgen? 








142 K. Héfler und H. Schindler 


Man wird zuerst daran denken, ob hier nicht Farbionen ins Plasma auf- 
genommen werden. — Hat sich doch Strugger (1941) in jiingerer Zeit 
bemiiht nachzuweisen, daft bei Zwiebel-Innenepidermiszellen, also bei ganz 
typischen Gewebszellen, eine Intrabilitat des Plasmas fiir die Farbkationen 
des Fluoreszenzfarbstoffes Pyronin bestehe. Héfler (1949a,b) hat auf 
Grund seiner Nachpriifung an anderen Zellsorten die Giiltigkeit des 
Struggerschen Nachweises bestritten. Sollte nun hier an den Diatomeen- 
zellen dieser Nachweis gelingen? 

Wir stellten zur Entscheidung Farbeversuche in Toluidinblaulésungen 
verschiedener H-lIonenkonzentration an. Zur Pufferung wurden Misch- 
lésungen aus primiérem und tertiirem Phosphat verwendet. Fiir unsere 
Frage geniigten zunichst grébere Stufen: p, iiber 11 (2 Tl. KH,PO,+8 TI. 
Na;PO,), py um 10 (4 Tl. KH,PO,+6 Tl. Na,PO,), p, um 7,4 (7 +3), 
Py 4,8 (KH,PO, rein), py 3.1 (1 Tl. n/i0 HCl + 9 Tl. KH,PO,). Die Fiarbe- 
zeit war 2 Min., dann wurde in den ersten Versuchen, um Schadigung des 
Diatomeenplasmas durch extreme Reaktionen zu vermeiden, H,O durch- 
gesaugt (und nicht wie in den folgenden Versuchen der dem Farbbad 
gleichnamige Puffer) und rasch beobachtet. 

Es ergab sich folgendes: Schon bei py 4,8 ist zwar starke Farbung der 
Zellmembranen und der Gallerten, doch in den lebenden Diatomeenzellen 
keine Fallung oder Farbung blauer Kérnchen im Plasma eingetreten; eben- 
so gibt es bei p,, 3.1 nur Membran- und Gallertfarbung, die auf Kationen- 
adsorption beruht, aber keine Vitalfarbung im Protoplasten mehr. 

Der Befund geniigt, die gestellte Frage zu beantworten. Eine Ionen- 
aufnahme ins Zytoplasma kann als Ursache der Kérnchenfarbung nicht 
angenommen werden, denn bei p, 4,8 und 3,1 sind sicher im Farbbad Farb- 
kationen des Toluidinblau reichlichst vorhanden, welche, wenn sie ein- 
dringen kénnten, auch hier die Kérnchenfarbung bewirken miiften. Diese 
fehlt aber unterhalb einer gewissen ¢,-Schwelle véllig. — Dagegen tritt in 
toten und nekrotischen Zellindividuen, wo die fiir lonen semipermeable 
Plasmaschranke bescitigt ist, die Blaufarbung der Korner und Kliimpchen 
allgemein ein. 

Jiingst hat sich Pecksieder (1950) mit der Frage der Permeabilitiat 
des Plasmas fiir Farbkationen eingehend beschaftigt. Sie ist gleichfalls 
zum Ergebnis gelangt, ,,dafi die Annahme einer Kationenpermeabilitat des 
intakten Plasmas zur Erklarung der an lebenden Pflanzenzellen beob- 
achteten Fiarbevorgange nicht nétig ist“. Sie hat mit p,-gestuften Farb- 
badreihen des basischen Fluoreszenzfarbstoffes Akridinorange gearbeitet. 
Bei .,vollen*, d. h. speicherstoffiihrenden Zellsiften von Leguminosen und 
Kompositen reicht dort die Farbung iiberall bis in den sauren Bereich; 
aber die Schwellen, bei denen die Farbung ausklingt, liegen verschieden 
(unterhalb der Schwellen bleiben die Zellsaifte so wie in unseren Toluidin- 
blau-Reihenversuchen ungefarbt). Daraus geht auch hervor, daft nicht 
allein die physiko-chemischen Eigenschaften der Farbbiader, sondern Eigen- 
tiimlichkeiten der einzelnen Zellsorten die Farbegrenzen bestimmen. 

Nach Héfler (1947, 1949) sind in recht weitem p,-Bereich Farbionen 
und Farbmolekiile nebeneinander vorhanden, wobei der prozentuale Anteil 
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der lipophilen Molekiile naturgemaf nach der sauren Seite abnimmt. Solche 
permeierfihige Molekiile sind aber sowohl die Farbbasen- (DOH-) als die 
Farbsalz- (DCI-) Molekiile. Der undissoziiert verbliebene Anteil dieser 
letzteren erméglicht eine gewisse Permeation der Farbe auch aus starker 
saurer Liésung. Die eingedrungenen Farbsalzmolekiile werden dann im 
Protoplasten an Orten starken Speichervermégens festgelegt. ,,Dabei spielt 
wohl im Sinne des Massenwirkungsgesetzes das Lislichkeitsprodukt (Farb- 
salz X zelleigener Speicherstoff) eine wesentliche Rolle, und dieses kann 
offenbar von Zellsorte zu Zellsorte verschieden gelegen sein.” 

Unter den basischen Farbstoffen ist das Toluidinblau zur Veranschau- 
lichung der abgestuften Farbeschwellen methodisch noch giinstiger als das 
Akridinorange, denn beim ersteren liegen alle, auch die tiefen Schwellen 
im lebensunschidlichen Bereich der c,-Reihe, wahrend die Schwellen beim 
Akridinorange mit seinem tieferen Umschlagsbereich weit ins Saure reichen, 
bis zu py-Stufen, die nur von sehr sdureresistenten Zellobjekten ertragen 
werden (vgl. Pecksieder 1950, S. 228). 


III. Vergleichende Grenzbestimmung an mehreren Arten 


Die von uns beobachteten — Unterschiede der Fiarbeschwellen ver- 
schiedener Algen in c,-gestuften Toluidinblaulésungen sind von Bedeutung 
fiir allgemeine Fragen der Plasmadurdhlassigkeit und Stoffspeicherung. Die 
Annahme, daf gewisse Zellsorten durch eine Intrabilitat bezw. Permeabili- 
iit des Plasmas fiir Farbionen ausgezeichnet waren, scheidet nach dem 
Dargelegten aus. Sonst kénnte es ja keine untere Grenze der Farbaufnahme 
in der py-Reihe geben. 

Auch nach Ausschaltung dieser Fragestellung behalten aber die Unter- 
schiede der Farbeschwellen ihr Interesse. Denn sie sind von Bedeutung 
fiir die vergleichende Physiologie der zelluliren Stoffspeicherung. Wir 
haben uns daher bemiiht, in feiner abgestuften c,-Reihen die Schwellen fiir 
zahlreichere Algenarten festzulegen. Die Vergleichbarkeit der an verschie- 
denen Spezies festgestellten Farbeschwellen erscheint wohl verbiirgt, wenn 
Mischvegetationen (vgl. Cholnoky-Héfler 1950) im selben Tropfen gepriift 
werden und im gefiarbten Algengemisch von jeder Spezies zahlreiche In- 
dividuen beobachtet werden. 

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse aus Reihenversuchen zu- 
sammengestellt, die am selben, friiher beschriebenen Material (RMK., 
Probe 40) am 14., 15. und 16. September 1949 erhalten wurden. 

Wir begniigten uns mit c,-gestuften Farbstoff- und Pufferlésungen, die 
durch Mischung aus primarem und tertiarem Phosphat? hergestellt waren. 





3 Bei der Herstellung von Phosphatpuffern liegt eine — wenig beachtete — 
Fehlerquelle im Kristallwassergehalt des tertiiren Phosphates, der von Praparat 
zu Priaiparat in gewissen Grenzen schwankt. Er wurde fiir das im Wiener pflanzen- 
physiologischen Institut 1948/49 verwendete NasPO, im II. Chemischen Universitats- 
Institut von Herrn Doz. Galinovsky in freundlicher Weise quantitativ bestimmt. 
Doch waren unsere Einwaagen fiir die Sommerarbeit in der Ramsau aus einer 
anderen NasPO:-Substanz hergestellt worden. Die nachtragliche Bestimmung ergab 
fiir diese einen etwas kleineren Kristallwassergehalt. Die Phosphorbestimmung mit bei- 
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Die Einwaagen fiir die n/i5-Stammlésungen wurden trocken in Mefkolb- 
dien aus Wien mitgefiihrt und vor Gebrauch volumnormal mit H,O 
aufgefiillt. Puffergemische mit sekundirem Phosphat wurden diesmal nicht 
verwendet. 

Von den aufgebreiteten Algenproben wurde, wie gewohnlich, das iiber- 
schiissige Standortswasser mit Filterpapier abgesaugt, dann wurde die ge- 


Vitalfarbung der Protoplasten verschiedener Hochmooralgen. (Zell wand farbung 
ist nicht beriicksichtigt.) Toluidinblau 1 : 10 000. 
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pufferte Toluidinblaulésung fiir 2 Min. aufgetragen und nachher durch 
den farblosen, gleichnamigen Puffer ersetzt, darauf wurde der Farbeeffekt 
beobachiet. Lingere Farbung mit stirker verdiinnten Lésungen sind fiir 
unsere Fragestellung nicht anzuwenden, um die Gefahr nachtraglicher Um- 
lagerung des anfanglich adsorptiv von den Membranen aufgenommenen 
Farbstoffs nach dem Zellinnern (vgl. zumal Czaja 1936, S. 92) zu ver- 
meiden. 


den Substanzproben ergibt, daf die maximale pysAlvweldneng fiir die Puffermischung 
[6+ 4] 7,6 statt 7,45, fiir [5 +5] 8,75 statt 8,0, fiir [4,5 + 5,5] schon 10,1 statt 8,75 
betragen kénnte. Wahrscheinlich waren die Fehler kleiner. Wir vermeiden es aber, 
fiir die Farbeschwellen im alkalischen Bereich genaue P,- Werte anzugeben. — Die 
Farbegrenzen in der Toluidinblaureihe sind nachher von Fri. cand. phil. Ilse Hirn 
im Wiener pflanzenphysiologischen Institut mit quantitativ hergestellten Puffer- 
reihen ausfiihrlich neu bestimmt worden. Frl. Hirn wird dariiber berichten. 
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Fiir die meisten Desmidiaceen liegt die p,-Schwelle, bis zu der herab 
das Toluidinblau eine Vitalfairbung im Inneren des Protoplasten. bewirkt, 
zwischen den Lésungsstufen [4 Tl. KH,PO,+6 Tl. Na,PO,| und [3 TL. 
KH,PO,+7 Tl. Na;PO,], also etwa um p, 11; fiir einige Formen, wie 
Closterium Dianae, Cl. gracile, Tetmemerus granulatus, bewirkt das erst- 
genannte Farbbad [4+ 6], p, um 10,1 nach Vitalfirbung in einem Teil der 


Zellen. Diese im stark alkalischen Bereich 
gelegene Firbegrenze ist also offenbar die 
typische, sie entspricht physikalisch der 
Schwelle, oberhalb der die undissoziierten, 
permeierfaihigen Farbmolekiile des Toluidin- 
blau im Farbbad vorherrschen, wihrend dar- 
unter die Farbkationen dominieren. Schon 
Drawert findet (1940, S. 172, 187) fiir Zellen 
der Zwiebelinnenepidermis in Toluidinblau 
bei py 8.5 noch reine Membranfirbung, bei 
Py 10 Vakuolenfarbung und (1937) an fixier- 
ten Elodea-Chloroplasten bei p, 10,5 noch 
Adsorptionsfarbung, die bei p, 11.5 vollig 
fehlt. 

Einige der gepriiften Conjugaten treten 
aber aus der Reihe. Die Mesotaeniacee Ne- 
trium oblongum gab regelmafig bei der c,- 
Stufe [4+ 6] und auch bei [4,5 +5,5| noch 
Vitalfarbung der Zellsaifte in allen Zellen 
und selbst bei [5+5] waren die Zellsafte 
noch gefarbt. Die Netrien treten in diesen 
Praparaten schon im Ubersichtsbild in den 
Mischvegetationen stark hervor. Auffillig 
ist bei dieser Art der Farbton der vital- 
gefarbten Zellsafte. Er ist deutlich griinblau. 
Das Bild spricht dafiir, da es sich hier um 
eine Diffusfarbung _ speicherstoffiihrender 
(,,voller’) Zellsafte handelt, wobei wohl dem 
Reaktionsprodukt aus Farbe und Vakuolen- 
stoff die griinblaue Farbung zukommt. Einen 
aihnlichen Effekt haben wir nachher bei 
Netrium digitus (von anderen Standorten) 
beobachtet. In der ¢,-Stufe |6 + 4], py um 7.4 
fehlt auch bei Netrium oblongum jede Vital- 
farbung. — Auch die dem Praparat beigemeng- 
ten Faden einer-diinnen Mougeotia farben sich 





Abb. 3. Netrium cblongum. 

Zelle in Teilung. In Py 8.75 To- 

luidinblau 1 :10000 1 Min. ge- 

farbt. a) Altere Zellhalfte mit 

dunkelvioletten Kugeln. b) Jiin- 

gere Zellhalfte diffus stahlblau 
gefarbt. 


Abb. 4. Frustulia vulgaris in 
1:5000 Brillantcresylblau ge- 
farbt. 


relativ weit nach der sauren Seite, und zwar zu violettem Farbton; doch ist 
bei [5 +5] ein Teil der Zellen gefarbt, ein Teil ungefarbt. Die Beobachtung 
ist wohl ebenso zu deuten. In den Zellsaften beider Arten werden Speicher- 
stoffe vorkommen, die bereits, wenn aufen im Farbbad neben den Farb- 
kationen ein kleiner Anteil undissoziierter, permeierfahiger Farbmolekiile 


Protoplasma, Bd. XL/1. 
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vorhanden ist, diese im Zellsaft binden und sukzessive anreichern. Schon 
der stark verschiedene Farbton der diffusen Vakuolenfarbung spricht da- 
fiir, da die Speicherstoffe bei Netrium und bei Mougeotia chemisch ver- 
schieden sein werden. 

Am auffilligsten ist aber das Verhalten der Diatomeen im Reihen- 
versuch. Eindeutig reicht bei Frustulia vulgaris die Farbung der Kérnchen 
bis herab auf die Lésungsstufe [9 Tl. KH,PO,+1 Tl. Na,PO,], d. h. bis 
auf p, 6. Unsere friiher mitgeteilte Beobachtung wird damit bestitigt. Es 
handelt sich hier nicht um eine vitale Zellsaftfarbung, sondern um die Far- 
bung der typischen, sattblauen Kérnchen im Plasma. — Auch bei Tabel- 
laria flocculosa reicht die Farbung eine Stufe weiter herab als bei den an- 
deren Algen, namlich bis auf [6+ 4]. Bei dieser Form muf aber auf die 
Unterscheidung zwischen lebenden, vollig intakten und geschadigten Faden, 
die im Material vorkommen, besonders geachtet werden; denn es ist selbst- 
verstandlich, daB sich die letzteren, bei denen auch fiir die Farbionen kein 
Diffusionshindernis mehr besteht, bei jeder c,-Stufe anfarben. 

Die Beobachtung der extrem niederen Lage der vitalen Farbeschwellen 
fiir die im Plasma gelegenen Koérnchen der Diatomeen ist iiberraschend. 
Wir miissen annehmen, da auch in der schwach sauren Stufe um p, 6 
noch Farb- (Salz-?) Molekiile, wenn auch in sehr geringer perzentueller 
Reimengung, im Farbbad vorhanden sind. Die Affinitat der Grundsub- 
stanz der farbbaren Kérnchen zur Farbe erscheint besonders grof. In der 
nichst sauren Stufe, p, 4,8, wo im Farbbad praktisch nur mehr Farb- 
kationen existieren, fehlt auch die Anfarbung der Kérnchen. 

Wir haben noch mehrere andere Algenmaterialien in Toluidinblau- 
lésungen gestufter c,, orientierend untersucht. Eine interessante Probe aus 
einer gut ausgebildeten Hochmoor-Schlenke aus RMK. enthiclt unter an- 
deren Algen reichlich die beiden folgenden Arten: 

Gymnozyga Brebissonii verhalt sich normal, zeigt in der Stufe [3+ 7] 
schéne, diffus lila Zellsaftfarbung und von der p,-Stufe [4+ 6] abwirts 
keine Vitalfarbung im Protoplasten, sondern nur elektroadsorptive Mem- 
branfarbung. Bei p, 4,8 sind in manchen Fallen die Querwinde der Mittel- 
bander der Zellen gefarbt, wihrend die Gallerthiille hier ungefarbt bleibt. 

Cylindrocystis Brebissonii zeigt eine tiefere Schwelle. Die Vitalfarbung 
reicht bis zur Stufe [5 +5], also bis um p, 8. Es sind hier im Plasma ge- 
legene, gleichmafig grofe Kiigelchen, die sich blau anfarben. Daf es sich 
um eine vitale Farbung handelt, beweist die nachtragliche Plasmolyse. 
Abb. 5 bezieht sich auf Zellen, die nicht mit Toluidinblau, sondern mit dem 
elektroneutralen Farbstoff Rhodamin B, 1: 1000 in H,O gelést, der, wie 
Strugger nachwies und seither in Wien vielfach bestatigt wurde (vgl. 
Waldheim 1949), weitgehend lebensunschadlich ist, angefarbt und nach- 
her in 0,8 mol Traubenzucker plasmolysiert waren. Jiingst hat Kopetzk y- 
Rechiperg (1949, S. 111) die Aufmerksamkeit auf diese Inhaltskérper von 
Cylindrocystis gelenkt; er hat beobachtet, daft sie Neutralrot und Methylen- 
blau bei Vitalfarbung begierig aufnehmen. 

Wir arbeiteten ferner mit dem schénen Diatomeenmaterial (vgl. S. 140) 
welches im Schladminger Untertal gesammelt worden war. Wir verdanken 
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Herrn Dr. B. von Cholnoky die Bestimmung der Arten. Die gréfte Form 
ist Cymbella cistula (Hempr.) Grun., die kleinere Form ist Cymbélla austri- 
aca Grun., leiztere ist die haufigste Diatomee des Materials, doch fand sich 
auch C. Cesati Grun. und C. affinis Kiitz. beigemengt, die im lebenden 
Zustand kaum zu unterscheiden sind. Alle von uns beobachteten Cymbellen 
zeigten nach Toluidinblaufarbung schéne blaue Kérnchen im Plasma. Die 
Vitalfarbung der Kérnchen reicht auch hier bis herab auf p, 6,1, fehlt aber 
wieder bei py 4,8. 

Weiter wurde an einem giinstigen Material, das eine kleine, 7,0—7,5 
breite Mougeotia sp. reichlich enthielt, die Farbe- 
schwelle fiir diese Alge nochmals bestimmt. Der 
friiher gefundene Wert wurde bestatigt. Im Farb- 
bad [4,5 + 5,5] war der Zellsaft noch lebhaft vio- 
lett gefarbt, bei [5 +5] war der Zellsaft nicht ge- 
farbt, dafiir waren die Membranen schon leicht 
tingiert. Das Material neigte zur Vakuolenkon- 
traktion. Die Zellsaifte enthielten neben der Diffus- 
farbung manchmal ganz kleine (in einem Faden 
gréfere) Niederschlagstrépfchen. An geschadigten b 
Mougeotia-Zellen farben sich die Gerbstoffblischen 
im Plasma naturgemaf bei jeder c,, und zwar im 
Gegensatz zum Vakuom stets zu himmelblauer 
Farbe. Abb. 5. Cylindrocystis 

An ,Zygnema RT“ — einer seit Jahren fiir Brebissoni in Rhodamin 

: : B 1:10000 gefarbt und 
physiologische Versuche verwendeten Alge (vgl. nachtraglich mit 0,8 TRBZ 
Huber und Héfler 1930, S. 387), die leider noch Seadedt: en Osti- 

. plasmolysi p 
nie fruchtend gefunden wurde— konnten wir keine 


scher Querschnitt, Ein- 
Schwellenwerte fiir die vitale Protoplastenfiirbung — stellung auf die Mem- 


erzielen. Wir erhielten bei py 7 bis py 9 starkste, bran. b) Dieselbe Zelle 
tief violette Membranfiairbung. Eine solche’ bei Oberflacheneinstel- 
ergab sich iiberraschenderweise auch in den stark lung. 
alkalischen Stufen bis zu [2 + 8], py > 12. Die Zell- 

wande speichern hier den Farbstoff mit solcher Gier wie bei keiner anderen 
uns bekannten Alge. Auch das Farbbad [2+8], welches doch wohl nur 
Molekiile und keine Farbionen enthilt, bewirkt Membrantinktion. Vielleicht 
bleibt dabei aus Griinden der Speicherkonkurrenz kein Farbstoff fiir das 
Zellinnere iibrig. Auch stairker verdiinnte Farblésungen wirken ahnlich. 





IV. Einige Einzelbeobachtungen 


Wir wollen uns nicht versagen, auf gewisse Besonderheiten einiger der von uns 
untersuchten Objekte noch kurz hinzuweisen. Die folgenden Notizen sollen sich auf 
Mesotaeniaceen und Desmidiaceen beschriinken, aber die Ergebnisse der Farbung 
mit Brillantcresylblau, Neutralrot und Rhodamin B gelegentlich mit beriicksichtigen. 

1. Cylindrocystis Brebissonii la®t nach Vitalfirbung die oben erwahnten Plasma- 
kérnchien (Abb. 5) aufs deutlichste hervortreten. Der Plasmolyseversuch beweist, 
da die Kérperchen im Plasma eingeschlossen sind. Die relativ grofen Kérner sind 
sicher schon in der ungefarbten Zelle vorhanden, sie entstehen nicht erst bei der 


10* 
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Einwirkung der Farbstoffe durch Entmischung im Zytoplasma; wogegen bei vielen 
anderen Plasmen die Kérnchen erst unter der Einwirkung der basischen Farbstoffe 
im Zytoplasma auftreten (vgl. Cholnoky 19537, S. 950; Cholnoky und Héfler 
1950). Kopetzkv-Rechtperg hebt hervor, da® er die interessanten Inhalts- 
kérper nur bei der Mesotaeniale Cylindrocystis, aber niemals 
bei Desmidiales beobachtet hat. 

2. Netrium oblongum zeigt nach Toluidinblaubehandlung 
einmal die intensiv griinblaue Vitalfiirbung der Zellsifte; die 
Vakuolen miissen wohl einen farbspeichernden Stoff enthalten, 
der den Desmidiales fehli. Auch bei Behandlung der Algen- 
gemische mit Brillanteresylblau fiel bei Netrium oblongum der 
spezifisch griinblau gefiarbte Zellsaft stark ins Auge. 

Ferner ist die Alge im Vitalfairbungsversuch dadurch aus- 
gezeichnet, da® mit Toluidinblau viele kleine unregelmaBig ge- 
lagerte Kérnchen elektiv ausgefiirbt werden. Sie liegen der 
Zellwand von innen an; auch bei Farbung im schwadh sauren 
Farbbad (p,, 6), wo die Zellulosemembran starke lila Adsorp- 
tionsfirbung annimmt, treten die wandstindigen Ké6rnchen 
schon lila hervor; sie verbleiben aufen an der Zellwand, wenn 
man solche gefarbte Zellen mit 0,8 mol Traubenzucker plasmoly- 
siert. Die Inhaltskérperchen sind also enge an der Membran 
und auferhalb vom semipermeablen Plasma bzw. Plasma- 
lemma gelegen. Vgl. Abb. 6. 

3. Closterium Dianae, das in vielen Algenproben vom Auf- 
trieb im Hauptgraben des Schwaigermooses dominierte, zeigt 
die normalen Farbeschwellen bei (4 Tl. KH2PO, + 6 Tl. NasPOs); 
Abb. 6. Netri- hier sind einzelne Protoplasten gefarbt, die meisten ungefarbt. 





um oblongum in 
1:10000 Tolui- 
dinblau_ gefarbt, 
nachtraglich mit 
0,8 TRBZ plas- 
molysiert. Die In- 
haltskérnchen lie- 
gen  auferhalb 
des semiperme- 
ablen Plasmas 
eng an der Zell- 
wand an. 


In der nachst niederen Stufe ist blo® adsorptive Membran- 
farbung und keine vitale Protoplastenfairbung zu beobachten. 
In der nachst héheren p,-Stufe (5 + 7) ist iiberall Farbung im 
Protoplasteninneren eingetreten. In dieser Stufe und in der noch 
stirker alkalischen (2+ 8) erfolgt im Toluidinblau trotz der 
extremen Reaktion im Puffer nachher iiberall schénste Spontan- 
kontraktion und Zerteilung der Vakuolen, wie sie bei Chol- 
noky und Héfler fiir mit Neutralrot gefarbte Zellen und von 
uns auch nach Cresylblaufairbung regelmafig beobachtet 
wurde. 

4. Clesterium gracile, im Auftrieb ebenso haufig, verhielt 
sich ahnlich wie Closterium Dianae. Im Brillantcresylblau war 
6fters nur die eine, die altere Membranhialfte blau gefarbt. Im 


Toluidinblauversuch ist bei C. gracile die violette Membranfarbung im allgemeinen 
etwas starker als bei C. Dianae. 


5. Bei Closterium Leibleinii fiihrt die Vakuolenzerteilung zur Ausbildung von 





Teilstiicken, die gleichmaftig gro® und in besonders hiibscher Weise in Lingsreihen 
in den durch die Chloroplastenfliigel gebildeten Rinnen angeordnet sind. Im Zell- 
inneren sieht man (Toluidinblau Py 10.1) etlichhe dunkelviolette Kérnchen. Die zahl- 
reichen Kristallchen der Endvakuolen bleiben véllig ungefarbt. 


6. Closterium striolatum fallt durch seine mangelnde Vitalfarbbarkeit auf. Wir 
hatten wiederholt Algenproben vor uns, worin alle anderen Algen nach Toluidin- 


blau- oder Brillantcresylblaubehandlung bei entsprechendem ¢, des Farbbades 
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Diffusfarbung und Vakuolenteilung aufwiesen und blof Closterium striolatum un- 


gefarbt geblieben war. 


7. Closterium (Penium) navicula zeigt in Toluidinblau p, 11 bevorzugte Farbung 
der Endvakuolen, sie sind intensiv violett; doch treten mitunter auch zahlreiche 


vgl. Cholnoky und Hé6fler 1950. 


kleine, schén violette, 1—3 grofe Kiigelchen im Plasma auf. Eine Vakuolen- oder 
Membranfarbung wurde hier nicht beobachtet. Uber Neutralrotfarbung der Art 


8. Tetmemerus granulatus zeigt die (I. c. beschriebene) starke elektive Farbung 
der kleinen Mikrosomen, die von der Zirkulationsstrémung des Plasmas mitgefiihrt 


werden Bei Py 11 farben sich gestreckte hellila Vakuolen. 
Bei p,, 10 wurden in Toulidinblau strémende Mikroso- 
men, ansonsten nur ganz wenig K6érnchen gefarbt, in 
P,, 8 bleibt im Protoplasten alles ungefirbt, ebenso in 
den. niedrigeren p,-Stufen. 


9. Bei Pleurotaenium nodulosum ist der zentrale Saft- 
raum der Zellen im natiirlichen Zustand durch Plasma- 
lamellen in Teilvakuolen gegliedert (vgl. Czurda 1951, 
S. 71, H6fler 1942). Die Alge ist der Vitalfarbung gegen- 
iiber nicht sehr resistent, die pathologischen Verianderun- 
gen bieten manche Besonderheiten, die a. a. O. beschrie- 
ben werden. 

10. Cosmarium pyramidatum zeigt nach Vitalfarbung 
mit Toluidinblau 1: 10000 in H2O gelést und folgender 
Plasmolyse mit CaCl, im Vorraum kleine dunkelviolette 
K6rnchen, die nicht zusammenflieBen und innenseitig der 
Membran anliegen; sie kénnten aus der Gallertfiillung 
der die Membran durchsetzenden Poren hervorgegangen 
sein. 


Beobachtung nicht bestimmtes Cosmarium, das wir in 


worden sind. 


dium Swartzii begegnet. 











Abb. 7. Cosmarium 
,coeruleo-marginatum* 
oben bei Einstellung 
auf die Membran, un- 
ten bei tieferer Ein- 
stellung. 


Zu Cosmarium pyramidatum gehért wahrscheinlich auch ein zur Zeit der 


unseren Protokollen als 


».C. coeruleo-marginatum ad int.“ bezeichneten. Es zeigt ein apartes Verhalten im 
Farbeversuch. Die abgebildete Zelle war bei Py 4,6 in Toluidinblau wie gewéhnlich 
2 Min. gefarbt und dann im Puffer aufbewahrt worden. 13 Min. nach Farbebeginn 
wurde 0,8 mol Traubenzucker durch das Priiparat gesaugt, worauf bei den anderen 
Algen normale Plasmolyse eintrat. In unserem Cosmarium war der Protoplast nur 
ganz leicht von der Zellwand abgehoben. Ringsum zwischen der Membran und dem 
von griinen Chromatophoren erfiillten Protoplasten lag ein dunkelvioletter, etwa 
3.5 u breiter Saum, der den Vorraum zur Zellmembran fast ausfiillte. Die Membran 
selbst ist farblos, der violette Ring ist leicht von ihr abgehoben, wahrend er dem 
Protoplasten dicht anzuliegen scheint. Zahlreiche kleine violette Kérnchen sitzen dem 
gefairbten Mantel aufen an; sie entsprechen vielleicht den Gallertfiillungen der 
Membranporen, die durch das eindringende Plasmolytikum nach innen gedringt 


SchlieBlich seien schleifenférmige, in der Form fast an Chondriosomen ge- 
mahnende Gebilde im Plasma erwiahnt, die nach alkalischer Toluidinblaufarbung 
sichtbar werden. Sie sind uns bisher nur bei drei Desmidiaceen, nimlich bei 
Arthrodesmus convergens, Cosmarium contractum var. ellipscideum und Desmi- 


Die in diesem Abschnitt mitgeteilten Beobachtungen sollen nichts anderes sein 
als Bausteine zur vergleichenden vitalen Speciescytologie der Desmidiales, einer 
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vordem wenig gepflegten, erst in jiingster Zeit von Kopetzky-Rechtperg vor- 
warts getriebenen Teildisziplin. 


Zusammenfassung 


1. Das Toluidinblau ist ein basischer Farbstoff, dessen Umschlagspunkt 
hoch in der c¢y-Skala (bei p, 10—11) liegt. Bei der Mehrzahl der Algen 
erfolgt daher vitale Zellsaftfarbung erst bei stark alkalischer Reaktion. 

2. Doch liegt die Schwelle der Vitalfiirbung bei den vergleichend ge- 
priiften Algen auffallend verschieden in der p,-Reihe. 

3. Bei manchen Mesotaeniales (Netrium oblongum) und bei Mougeotia 
sp. reicht die Zellsaftfirbung viel weiter (bis auf p, 8) herab. Das Netrium 
fiihrt wohl im Zellsaft Speicherstoffe besonderer Art. 

4. Am tiefsten, nimlich unter p, 6, Jiegt die vitale Firbeschwelle bei 
Diatomeen (Frustulia vulgaris, Cymbella cistula und austriaca u. a.). Es 
sind hier Kérnchen bzw. Kiigelchen im Plasma auferhalb der Vakuole, die 
sich sattblau farben. Farbionenaufnahme (Ionenpermeabilitit) kommt nicht 
in Frage, da die vitale Farbung schon in den nachst stirker sauren Farb- 
biadern fehlt. Fiir die Farbung diirfte vielmehr der kleine Perzentanteil 
undissoziiert verbliebener, permeierfahiger Farbsalzmolekiile im Farbbad 
verantwortlich sein, der im Protoplasten an Orten stirksten Speicher- 
vermoégens festgelegt wird. 

5. Die abgestuften Farbeschwellen finden sich auch in cy-gestuften Farb- 
badreihen anderer basischer Vitalfarbstoffe wieder. Beim Toluidinblau 
wirkt es sich methodisch giinstig aus, daf auch die tiefen Schwellen im 
lebensunschadlichen Neutralbereich der c,-Skala liegen. 

6. Der letzte Abschnitt enthalt einige Beitrage zur vergleichenden vitalen 
Spezies-Zytologie der Mesotaeniales und Desmidiales. Kopetzk y-Recht- 
pergs Befunde an Cylindrocystis werden bestiatigt. 


Wien, Pflanzenphysiologisches Institut der Universitat. 
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Uber farbstoffiihrende Zellen der Nemesia strwmosa- 
Blumenbliitter 


Von 
B. J. Cholnoky, Enkhuizen (Nederland) 
Mit 15 Textabbildungen 


(Eingelangt am 24. Marz 1950) 


Ich habe es immer wieder versucht, die Vakuolen der lebenden Zelle 
durch Fiirbung mit den verschiedensten Farbstoffen sichtbar zu machen, es 
ist mir aber nur selten gegliickt — im Gegensatz zu den Fesistellungen 
Guillermonds (z. B. 1941). Um die Vakuolen besser kennenzulernen, 
muf man nach Objekien greifen, die auch schon im Leben gefarbt sind. 

Ein solches, fiir zytologische Untersuchungen sehr geeignetes Material 
habe ich in den Nemesia-Blumenblattern gefunden, die besonders an der 
Oberseite, aber auch an der Unterseite lebhaft gefarbte Vakuolen in ihren 
Zellen besitzen. Uber die Farbstoffe und besonders iiber die Erblichkeit der 
Farben hat unliingst Riley (1945) Einzelheiten publiziert, er spricht aber 
in diesem Falle von Anthozyaninen und definiert die vorkommenden Farb- 
stoffe nicht genau. Ich habe leider keine Méglichkeit gehabt, die chemische 
Beschaffenheit dieser Farbstoffe naher zu untersuchen, die hier geschilder- 
ten zytologischen Einzelheiten deuten aber darauf hin, daf in den Vakuolen 
verschiedene, wahrscheinlich zahlreiche Flavonderivate vorhanden sind. 
Diese Behauptung ist keinesfalls in Widerspruch mit den Befunden Rileys, 
da es schon lange bekannt ist, da die Anthozyanine auch Flavonderivaie 
sind (vgl. Wilstitter und Zechmeister, zitiert bei Czapek 1925). Ich 
halte es aber fiir sicher, da hier die iiblichen Methoden der organischen 
Chemie die wirkliche Sachlage kaum kliren kénnen, da die Farbstoffe und 
besonders die Verteilung der Farbstoffe in den einzelnen Zellen und Vakuo- 
len viel zu kompliziert ist, so daf{ nur von mikrochemischen Methoden ein 
Xesultat zu erhoffen ist. 

Die zu schildernden Plasmolyseversuche deuten darauf hin, daf bei der 
sehr komplizierten Farbstoffverteilung eine geschickte mikrochemische 
Methode nicht nur chemische Einzelheiten, sondern auch wichtige Angaben 
tiber die Vakuolen, deren Funktionen und Bestandteile liefern kénnte. 

Die hier zu beschreibenden Versuche habe ich ausnahmslos mit 1 mol 
KNO.,-Lésung ausgefiihrt. Da die Zellen der Nemesia-Blumenblattepidermis 
fiir KNO, nicht besonders stark permeabel sind, konnte ich die Methode der 
langdauernden Plasmolysen ohne stérende Einwirkungen des intrameieren- 
den Plasmolytikums anwenden. Die ersten Spuren einer Intrameation des 
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KNO, konnten erst nach 150—180 Minuten beobachtet werden. Es sei noch 
vermerkt, daft alle Versuche unter stindiger mikroskopischer Konirolle aus- 
gefiihrt wurden. 

Die Epidermis der Blumenblatter zeigt in den meisten Fallen eine 
mosaikartige Zusammensetzung in den verschiedensten Farbténen von 
leuchtend Gelb iiber Ziegel- und Karminrot bis zum Dunkelpurpurviolett. 
Das Plasmolysebild verrat unmittelbar ein verschiedenes Verhalten der 
Zellen mit verschieden gefarbten Vakuolen. 

In den ziegelroten und karminroten Zellen (die Farbenbezeichnungen 
beziehen sich aber nur auf den Inhalt der Vakuolen) entstehen immer kon- 
vexe Endplasmolysen im Sinne Webers, wobei die Protoplaste manchmal 
einfach (Abb. 1), in anderen Fallen aber, wahrscheinlich infolge eines 
héheren Adhiasionsgrades, zerteilt erscheinen (Abb. 2). 

Merkwiirdigerweise habe ich dagegen in den gelben Zellen — auch in 
demselben Epidermisstiick — immer Krampfplasmolyse beobachtet, wodurch 
diese Zellen, unbeachtet ihrer Farbe, charakteristisch erkenntlich sind (Abb.3). 
Die Protoplaste dieser Zellen sind auch minder widerstandsfahig, da sie 
relativ schnell, manchmal nach 50—60 Minuten, absterben. Die Vakuolen 
kénnen hier das Protoplasma ,,iiberleben“ (Abb. 4), sie zeigen aber auch 
selbst eine krampfhafte Plasmolyseform. Hier muf eine Korrelation zwi- 
schen der stofflichen Qualitét des Vakuoleninhalts und des Plasmas be- 
stehen, da in der Umgebung der gelben Zellen befindliche ziegel- und karmin- 
rote Zellen normal konvex plasmolysiert sind und so bleiben. 

Die roten Zellen zeigen erst nach langdauernden Plasmolysen eine Ver- 
ainderung; man kann bei ihnen nach 150 Minuten ..Lakunenbildung™ beob- 
achten. Mit diesem Ausdruck sei die Verainderung bezcichnet, wenn in dem 
bisher gleichmafigen Inhalt einige scharf umschriebene Stellen erscheinen, 
die heller — wahrscheinlich giinzlich farblos — sind und die ihr Enistehen 
nach meiner Auffassung einer Entmischung verdanken, wobei Stoffe, die 
unter normalen Verhialtnissen miteinander gemischt vorkommen, vonein- 
ander getrennt werden (Abb. 5). Der farblose Teil kann auch ein farbloses 
Flavonolderivat des urspriinglichen Vakuolenfarbstoffs sein (in weifen 
Blumen hat man ahnliche Stoffe beobachtet, vgl. z. B. Seybold und WeiB- 
weiler (1944); ich bin aber der Meinung, daf hier zwei Phasen des Zell- 
safts entmischt sind, die auch in dem unverainderten Vakuolen voneinander 
verschiedene Farbstoffmolekiile enthalten, von denen die einen eben farb- 
los sind. 

Dak diese Auffassung berechtigt ist, beweisen die Zellen mit einem 
ziegelroten Zellsaft, die nach einer langdauernden Plasmolyse — man kénnte 
diesen Vorgang als Plasmolyse-Nekrobiose bezeichnen — eine ebensolche 
Aufspaltung zeigen. Hier sind aber alle beide entmischten Phasen gefarbt, 
und so entstehen karminrote kugelige Entmischungskérper in einer orange- 
gelben Grundsubstanz (Abb. 6): daraus ergibt sich, daB die orangegelben 
und karminroten Farbstoffe in gesonderten Mizellen eingebaut sein miissen. 
Wenn die Menge des karminroten Farbstoffs gréfer ist, sind in den Zellen 
orangegelbe Trépfchen in einer karminroten Grundsubstanz zu sehen (vgl. 
auch Gicklhorn, 1929). 
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In den Zellen, die eine Fraisefarbe aufweisen, ist die geschilderte Ent- 
mischung noch komplizierter. Besonders wiihrend der Nekrobiose konnte 
ich in diesen eine Scheidung der roten und gelben Farbstoffe feststellen, 
doch haben sich die vakuolenartigen Gebilde mit dem roten Teil des Farb- 
stoffs meistens als lakunds erwiesen, so daf hier zumindest drei Phasen 
von Vakuolenkolloiden entmischt sind. Eine vierte konnte ich in Form farb- 
loser, stark lichtbrechender Kérnchen zwischen den Plasmaresten entdecken 
(Abb. 7). Es sei noch bemerkt, daf ich um die gelben und roten Vakuolen- 
teile (2?) immer eine stark lichtbrechende Hautschicht wahrnehmen konnie, 
die man leicht auch fiir einen Tonoplasten halten kénnte. Jedenfalls 
platzen mit der Zeit diese Hautschichten und die Farbstoffe — gelbe, rote 
usw. — diffundieren heraus. 

Der so isolierte gelbe Farbstoff entmischt sich auch bei Deplasmolyse- 
versuchen (z. B. durch Einwirkung von 0,5 mol oder 0,75 mol KNO,-Lésung), 
wodurch Bilder entstehen, von denen ich eines in Abb. 8 dargestellt habe. 
Der Plasmaschlauch ist hier durch die Deplasmolyse desorganisiert, unter 
den Plasmatriimmern erscheint aber eine grofe Vakuole mit ziegelrotem 
und um dieses herum kleinere, kugelrunde, scharf umgrenzte Gebilde mit 
gelbem Inhalt. Die Hautschichten (,,Tonoplasten™) sind um die beiden stark 
lichtbrechend und gut sichtbar. Dieser Zustand dauert nicht lang. Innerhalb 
10—15 Minuten tritt ein Platzen der Hautschichten und Diffusion der Farb- 
stoffe ein. 

Das Platzen dieser ,,Pseudotonoplasten™ geht nicht immer gleichzeitig vor 
sich. Ofters konnte ich Zellen sehen, in denen nur der Vakuolenteil mit 
dem ziegelroten Farbstoff iibriggeblieben war. Merkwiirdigerweise konnte 
ich auch Faille beobachten, in denen auch das Plasmalemma mit zumindest 
einem Teil des Protoplasmas noch sichtbar — und osmotisch funktions- 
fahig — war, die gelben Vakuolenteile aber geplatzt und desorganisiert 
waren. Der gelbe Farbstoff diffundiert unmittelbar aus dem Protoplast 
heraus — d. i. auch durch das Plasmalemma —, nicht oder nur sehr schwer 
aber durch die Zellwande (Abb. 9). Es ist allerdings kaum anzunehmen, 
da® die Zellwande fiir den gelben Farbstoff minder als das Plasmalemma 
permeabel wire. Im Gegenteil, man mu in diesem Falle daran denken, 
dafi das aus dem Protoplasten austretende Kolloid, das auch die gelben 
Farbstoffmolekiile fiihrt, durch das Austreten eine Veranderung in der 
Mizellengréfe oder in dem Mizellarverband oder aber in seinem Sol-Gel- 
Zustand erlitten hat und so nicht mehr das relativ grobe Filter der Zellwand 
passieren kann. 

Daf in den Nemesia-Vakuolen auch andere Farbenkombinationen (und 
so auch andere Mizellengruppen) auftreten kénnen, beweisen diejenige 
Zellen, die eine deutliche lichte, fraise- oder orangege!be Farbe aufweisen. 
In diesen Zellen kann man meistens auch schon im unbehandelten Zustand 
in einer karminroten (oder gelben) Grundsubstanz der Vakuolen ziemlich 
grofte, meisiens kugelrunde Gebilde sehen, die den orangegelben Farbton 
des karminroten oder gelben Zellsafis verursachen. In der Epidermis kénnen 
nebeneinander Zellen mit gelbem oder karmin-(ziegel-)rotem Zellsaft vor- 
kommen, die in ihren Vakuolen einen oder mehrere orange Kérper (Tropfen) 
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enthalten. Diese Orangekérper kénnen in der ersten Zeit der Plasmolyse 
(1—2 Stunden) unverindert in der Vakuole erhalten bleiben (Abb. 11). 

Die Gebilde zeigen eine gewisse Ahnlichkeit mit den von Lip p pmaa(1926) 
beschriebenen Anthocyanophoren oder mit den von Weber (1930, 1934 
usw.) beobachteten Erscheinungen, es handelt sich hier nach der Auffassung 
von Weber sicherlich um ein Sol-Gel-Phanomen. Jedenfalls verindern die 
Orangekérper ihren Gelzustand wahrend einer langdauernden Plasmolyse, 
da man durch diese Einwirkung bald eine Trennung der roten oder gelben 
und orangefarbenen Bestandteile beobachten kann (Abb. 12). Diese Kon- 
figuration bleibt auch nach dem Absterben des Protoplasmas erhalten 
(Abb. 13), und so kann man auch hier von iiberlebenden Vakuolen sprechen, 
die aber doch von den Vakuolen der Ruhezellen abweichend beschaffen sein 
miissen. Das ist besonders fiir die Hautschichten der geschwollenen und bis 
zu einem gewissen Grad wahrscheinlich auch solifizierten orangefarbenen 
Vakuolenteile von grofer Bedeutung, da man die hier ohne Zweifel vor- 
handene Hautschicht keinesfalls mit einigen Vorstellungen iiber Tonoplasten 
in Ubereinstimmung bringen kann (so auch nicht mit den mono- und poly- 
molekularen Lamellen Frey-Wysslings 1948 oder mit der bekannten und 
sonst sicher zutreffenden Auffassung Héflers, z. B. 1931 und 1932). 

Eine noch linger andauernde Plasmolyse bringt die im Solzustand be- 
findlichen roten oder gelben Vakuolenteile zur Desorganisation, so dak 
schlieBlich nur die Orangeteile iibrig bleiben. Nach der Desorganisation der 
anderen Vakuolenkomponente spielt sich aber auch in dem Orangeieil eine 
Entmischung ab, da in diesen Fallen ganz lebhaft orange gefarbte kugel- 
runde Gebilde — manchmal in Einzahl (Abb. 14), manchmal in Mehrzahl 
(Abb. 15) — erscheinen, die mit einem lichtorange gefarbten, scharf um- 
grenzten Hof umgeben sind. Die in Abb. 14 und 15 dargestellten Bilder 
deuten darauf hin, daf die urspriinglich einheitlich erscheinenden Orange- 
vakuolen (Vakuolenteile) durch die Desorganisation noch in zwei Kom- 
ponenten entmischt sind, von denen die eine wenige (oder aber anders auf- 
gebaute) orange Farbstoffmolekiile, die andere aber viele (oder ganz 
dunkel, lebhaft gefarbte) Farbstoffmolekiile fiihren. Hier muf noch bemerkt 
werden, daf beide Teile mit scharf begrenzten, stark lichtbrechenden Haut- 
schichten umgeben sind, die der weiteren Desorganisation lange widerstehen 
kénnen. Diese hier beschriebenen Gebilde konnte ich meist noch viele Stun- 
den lang nach der Desorganisation unverandert im Zellumen beobachten. 


Zusammenfassung 


1. Die Plasmolyseform der Nemesia-Zellen ist bis zu einem gewissen 
Grade auch von der Farbe des Zellsaftes abhangig, und so ist eine Korrela- 
tion zwischen’ Vakuoleninhalt und Protoplasma sehr wahrscheinlich. Da 
hier die Plasmolyseform durch die Inhaltsstoffe der Vakuolen beeinfluft 
wird, mu8 man den Vakuolen eine lebenswichtige Rolle zuschreiben. 

2. Durch Plasmolyse und wahrscheinlich auch durch andere schadigende 
Eingriffe entstehen im Zellsaft Entmischungen, die auf eine komplexe Natur 
des homogen erscheinenden Zellsaftes hindeuten. 
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3. Der Parallelismus zwischen Lakunenbildung und Entmischung ein- 
zelner Farben scheint darauf hinzudeuten, daf im Zellsaft die einzelnen 
Flavonderivate (Flavonolderivate? Anthozyanine?) an verschiedene Phasen 
der Zellsaftkolloide gebunden sind. 

4. Die Tonoplastenfrage kann nicht immer einfach durch Veranderungen 
der Hautschichten in normalen unbehandelten Zellen gelést werden. 

5. Die Sol-Gel-Phainomene miissen im Zelleben cine gréBere Rolle spielen, 
als ihnen bisher zugeschrieben wurde. 

6. Bei Nemesia kann es sich keinesfalls um im Zellsaft einfach geléste 
l'arbstoffe handeln, und so muf man die Auffassung, nach der der Zellsaft 
einfach eine wiasserige Liésung verschiedener Stoffe wire, revidieren, um so 
mehr, als die verschiedenen Flavonderivate hier sicher nicht an ein und 
dieselbe Phase der Vakuolenkolloide gebunden sein kénnen. 
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Erklarung der Abbildungen: 


VergroéBerung etwa 200 


Abb. 2 und 8. Zellen der Epidermis der Bliitenblattunterseite, die anderen der 
Oberseiie. Farbenwiedergabe: Abb. 1, 2 — grau: ziegelrot. Abb. 3, 4 — lichigrau: 
gelb. Abb. 5 — grau: ziegelrot. Abb. 6 — schraffiert; grau: karminrot. Abb. 7 — 
punktiert: Plasmareste, schraffiert: gelb; grau: ziegelrot; scdiwarz: farblos, stark 
lichtbrechend. Abb. 8, 9 — punktiert: Protoplasma oder Plasmareste, grau: ziegel- 


rot; schraffiert: gelb. Abb. 10—13 — punktiert: Protoplasma; grau: karminrot, 
schraffiert: gelb, schwarz: orange. Abb. 14, 15 — punktiert: Plasmareste; schraf- 


fiert: licdittorange; schwarz: dunkelorange. 
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Notizen tiber Nymphaeaceen-Stomata 
Von 


Friedl Weber und Griseldis Kenda 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Graz) 


Mit 6 Textabbildungen 
(Eingelangt am 26. Dezember 1950) 


Brath und Weber (1950) haben dariiber berichtet, da& in den farblos 
erscheinenden Schliefizellen verschiedener Nymphaeaceen Anthoxanthin 
vorkommt; diese Zellen nehmen auf Zusatz von Ammoniak intensive Gelb- 
farbung an. Im folgenden seien weitere Beobachtungen an den Stomata- 
zellen dieser Pflanzen verzeichnet. 

Werden Blattstiicke von Victoria amazonica mit einer 3%igen Wasser- 
stoffsuperoxydlésung infiltriert (am einfachsten mit Hilfe der Zentrifugen- 
Infiltrationsmethode Weber 1927), so nehmen die vorher farblosen Schlief- 
zellen sofort eine eigenartige, rétlichbraune Farbung an; sie sind dabei nicht 
etwa abgestorben, lassen sich vielmehr plasmolysieren. Die iibrigen Epi- 
dermis- oder sonstigen Blattzellen zeigen diese Farbung nicht. Es ist offen- 
bar der Vakuoleninhalt der Stomatazellen, der ihre Farbung bedingt; dies 
sieht man deutlich bei der Plasmolyse oder wenn sich infolge Vakuolen- 
kontraktion (Weber 1930a) der Zellsaftraum verkleinert; der rotbraun ge- 
wordene Vakuoleninhalt hebt sich dann klar vom ungefarbten Cyto- 
plasma ab. 

Welche im Zellsaft geléste Substanz es ist, die sich — offenbar durch 
Oxydation — in Wasserstoffsuperoxyd-Liésung so auffallend farbt und 
— wie dabei deutlich sichtbar wird — auf die SchlieBzellen lokalisiert ist, 
laiBt sich noch nicht sagen, Anthoxanthin ist es wohl nicht, denn nicht bei 
allen Pflanzen, deren Schliefzellen sich in Ammoniaklésung gelb farben, 
tritt in diesen Zellen bei Behandlung mit Wasserstoffsuperoxyd die charakte- 
ristische rétlichbraune Verfarbung ein. 

Ob der positive Ausfall dieser H,O,-Reaktion auf die Stomatazellen der 
Nymphaeaceen beschrinkt ist und ob sie bei allen Arten der Gattung ein- 
iritt, bleibt zu untersuchen. Jedenfalls ergibt sich die Reaktion nicht nur 
in den Schliefizellen von Victoria amazonica, sie wurde vielmehr auch an 
den Schliefizellen von Nymphaea alba (Laubblatt) und Nymphaea zanzi- 
bariensis (Laub- und Korallenblatt) erhalten. 

Werden Stiicke des Laubblattes von Nymphaea alba mit einer Benzidin- 
Essigsaure-Lésung (0,1 g Benzidin in 10 cm’ Essigsaure 50%) infiltriert, hier- 
auf in eine 3%ige Wasserstoffsuperoxyd-Lésung eingebracht, so farbt sich 
der Inhalt der SchlieBzellen sofort oder in wenigen Minuten intensiv blau, 
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die iibrigen Epidermiszellen bleiben farblos. Blaufarbung der Schlie&zellen 
iritt auch ein, wenn das Blatt oder Schnitte davon mit einem Gemnisch beider 
Lésungen infiltriert werden. Auch bei Infiltration des Blattes mit Guajak- 
tinktur und Hinzufiigen von H,O, (alkoholische Lisung) tritt eine Farbung 
der SchlieRzellen ein, und zwar nehmen sie (nicht aber die anderen Epi- 
dermiszellen) meistens eine braune Farbung an. Da Benzidin- bzw. Guajak- 
lésung allein (ohne H,O,-Zusatz bzw. Nachbehandlung) keine Farbung her- 
vorruft, so handelt es sich beim positiven Ausfall der Reaktion um den 
Nachweis des selektiven Vorkommens von Peroxydase in den Schlief- 
zellen. (Uber den Oxydase- oder Peroxydase-Nachweis siche Griiss, 1898; 
Molisch, 1923; Tillmanns und Ohnesorge, 1946; Romeis, 1943.) 

Der zuerst an den Stomatazellen des Laubblattes von Nymphaea alba 
gelungene Peroxydase-Nachweis wurde dann noch an folgenden Nymphae- 
aceen versucht: 


Nymphaea amazonica: Laubblatt: SchlieRzellen reagieren  positiv, Epi- 
dermiszellen reagieren negativ. 
Nymphaea zanzibariensis, 
Laubjugendblatt: Schliefizellen reagieren positiv, Epi- 
dermiszellen reagieren negativ. 


Korollenblatt: Schliefizellen reagieren negativ, 
Schleimhaare reagieren positiv. 


Euryale ferox, Laubjugendblatt: | Keine positive Peroxydase-Reaktion. 


Die Versuche wurden im Spatherbst durchgefiihrt; fiir die Uberlassung 
der Versuchspflanzen aus dem Victoria-Regia-Haus sage ich Herrn Professor 
Dr. F. Widder vielen Dank. 

Das epistomatische Laubblatt von Nymphaea alba hat an der Oberseite 
zahlreiche Stomata, etwa 400 pro Quadratmillimeter. Uberblickt man bei 
schwacher VergréRerung ein Stiick des Blattfeldes, so hat man zunachst den 
Eindruck, die Stomata seien in einem durchwegs gleichmafigen Muster 
verteilt. Bei etwas stirkerer Vergréerung nimmt man durch die Epidermis 
hindurch die bis an die Oberhaut heranreichenden Aste der im Mesophyll 
befindlichen Astrosklereiden (Grundgewebshaare, mechanische Idioblasten) 
wahr. Es fallt nun dabei auf, daf sich in der Epidermis iiber diesen Grund- 
gewebshaaren keine Stomata befinden, ein wie verschieden gestaltetes 
Areal die Spikularzellen auch einnehmen mégen (Abb. 1a, b). Es sieht so 
aus, als ob die Stomata den mechanischen Idioblasten sorgfaltig aus dem Wege 
gingen. Uber besonders groffen Asten der Astrosklereiden findet sich bis- 
weilen eine oder die andere nekrotische (abgestorbene) Epidermiszelle; 
vielleicht handelt es sich bei diesen um Spaltéffnungsmutterzellen, die in 
der Einflu8zone der mechanischen Idioblasten gelegen sind und in diesem 
fiir sie letalen Areal zum Absterben gebracht wurden (Abb. 1c). 

Biinning und Sagromsky (1948) haben die Bildung des Spalt- 
offnungsmusters in der Blattepidermis durch die Annahme verstandlich zu 
machen versucht, daft jede Spaltéffnung um sich eine Hemmzone bildet, 
in der keine weiteren Stomata mehr entstehen kénnen. Vielleicht laRt-sich 








160 F. Weber und G. Kenda 


auch das Fehlen der Stomata iiber den Stereiden durch von diesen aus- 
gehende Hemmstoffe erkliren, iiben doch auch echte Trichome einen hem- 
menden Einflu8 auf die Bildung der Spaltéffnungen aus. Vom finalen Ge- 
sichtspunki aus ist es leicht einzusehen, daft iiber mechanischen Zellen oder 
Zellgruppen Stomata keinen ,,Sinn“ haben, es liegen ja iiber subepider- 
malen Kollenchym- oder Baststriingen von Blattern und Stengeln niemals 





Abb. 1a. Nymphaea alba. Laubblatt. Epidermis der Oberseite, Flachenbild. Uber 
den subepidermalen Grundgewebshaaren keine Stomata. 


Abb. 1b. Nymphaea alba. Laubblatt. Querschnitt. Epidermis und obere Meso- 
phylipartie. Uber dem Grundgewebshaar keine Stomata. 


Spaltéffnungen. Aber auch iiber subepidermalen Zellen, die nicht mecha- 
nischen Charakter haben, fehlen oft die Spalt6ffnungen, wenn diese sub- 
epidermalen Elemente nicht dem Chlorenchym angehéren. Ein gutes Bei- 
spiel hiefiir bieten die .,Plasmal-Idioblasten” (Hartel, Kenda, Weber 
1951) der Kelchblatter von Verbascum Blattaria. 

In den Epidermiszellen der Oberseite des Laubblattes (Jugendform) von 
Euryale ferox sind mit grofer RegelmaBigkeit ein oder zwei ziemlich 
groBe Kristalle enthalten, merkwiirdigerweise ist die Epidermis nicht aller 
Blatter mit diesen Kristallen versehen, an manchen Blittern sind iiber- 
haupt keine Kristalle zu finden. In den Blattern aber, in denen die Kri- 
stalle in den gewohnlichen Epidermiszellen vorkommen, fehlen sie in den 
SchlieBzellen durchwegs (Abb. 2). Es sind dies keine Kalziumoxalat- 
Kristalle, denn sie lésen sich langsam in Essigséure. Uber die Natur der 
Kristalle soll in einer spateren Mitteilung berichtet werden, wenn geniigend 
Blatter. (auch der Folgeform) zur Untersuchung zur Verfiigung stehen 
werden. 
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Was hier interessiert, ist das Fehlen der Kristalle in den Schlie®zellen. 
Es ist dies eine Bestiatigung der Regel, daf die Stomatazellen kristallfrei 
bleiben, selbst wenn alle anderen Epidermiszellen Kristalle fiihren. Dies 
gilt fiir Kristalle ganz verschiedener Art: so fiir solche von Kalziumoxalat 
(z. B. Oberhaut des Blattes von Vanilla) oder fiir Eiweifkristalloide (Epi- 
dermis von Epiphyllum trancatum, Valerianella Weber 1940) oder fiir 
Karotinkristalle (Epidermis der Korolle von Strelitzia nach Mibius 1927). 
Die Schliefzellen sind eben Sonderlinge, die in vieler Hinsicht nicht den 
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Abb. 1c. Nymphaea alba. Laubblatt. Oberseite, Flachenbild. In der Epidermis 
iiber dem Grundgewebshaar eine nekrotische Zelle. 


Abb. 2. Euryale ferox. Laubblatt. Oberseite, Flaichenbild. Epidermiszellen mit 
Kristallen. SchlieBzellen ohne Kristalle. 


gleichen Stoffwechsel haben wie die anderen Epidermiszellen und so weit- 
gehend ein Eigenleben fiihren. Die hier mitgeteilten Notizen sind in erster 
Linie als Beitrage zur Kenntnis der Idioblastennatur der Stomatazellen 
gedacht. 

Die Jugendblatter von Euryale ferox weisen an der Oberseite mit 
freiem Auge sichtbare, violettrote Flecken auf. An einem 6cm langen und 
3cm breiten Blatt waren z. B. 16 solcher Flecken zu sehen (Abb.3a). Bei 
mikroskopischer Betrachtung zeigen sich die Epidermiszellen an diesen 
Stellen durch Anthocyan intensiv violett gefarbt, wahrend sie sonst (auf 
der iibrigen Blattflache) lichtrosa Farbung aufweisen. Auffallend ist nun, 
da in den’ dunkelroten Blattbereichen Stomata vollkommen fehlen 
(Abb.3b), wahrend iiber die iibrige Blattflache die Spaltéffnungen regel- 
mafig und reichlich (ca. 600 pro Quadratmillimeter) verteilt sind. Im Sinne 
der Vorstellung von Biinning liegt die Annahme nahe, daf an diesen 
Flecken die Stomatabildung durch Hemmstoffe unterdriickt worden ist. Es 
fragt sich dann, von wo die Hemmstoffe den Ausgang nehmen. Es fallt 
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nun auf, daf sich in der Mitte der stomatafreien Epidermisflecke je ein 
Schleimhaar befindet, wahrend sonst an der Oberseite Schleimhaare nicht 
vorhanden sind. Es ist also wohl méglich, daf der Hemmstoff von dem 
Schleimhaar ausgesendet wird und sich in der Epidermis nach allen Rich- 
tungen ausbreitet. Die Reichweite der Wirkung des Schleimhaares ist recht 
betriichtlich, besteht doch der stomatafreie Fleck aus etwa 60, oft aber auch 








Abb. 3a. Euryale ferox. Jugendblatt (Oberseite) mit roten Flecken (punktiert). 


Abb. 3b. Euryale ferox. Jugendblatt. Oberseite, Flachenbild. Epidermis der roten 
Flecken stomatafrei. In der Mitte ein Schleimhaar. 


aus doppelt oder dreimal soviel Zellen. Der Hemmstoff, der in den anderen 
Blattpartien von den einzelnen Stomata selbst ausgeht und (nach der Ansicht 
von Biinning) zur Ausbildung des Stomata-Blattmusters fiihrt, hat jeden- 
falls eine viel geringere Reichweite, denn zwischen den einzelnen Stomata 
liegen dort stets nur ganz wenige (etwa sechs) gewohnliche Epidermiszellen. 
Biinning und Sagromsky (1948) haben auf die Hemmwirkung, die von 
Haarzellen ausgeht, mit folgenden Worien hingewiesen: Jedes Haar ..bildet 
um sich eine Hemmzone, die nicht nur die Entstehung weiterer Haare, 
sondern auch die Enistehung der Spaltéffnungen unterdriickt. Die von 
Haaren ... gebildete Hemmzone ist meist gréfer als die von den Spalt- 
6ffnungen gebildete™. 

Die Unterseite des epistomatischen Euryale-Blattes ist reich an Schleim- 
haaren (ca. 260 je Quadratmillimeter), Stomata kommen auf der Unterseite 
nicht vor. Vielleicht ist das Fehlen der Spaltéffnungen an der unteren Epi- 
dermis durch die hemmende Wirkung der zahlreichen Schleimhaare bedingt. 
Das Ausbleiben der Stomatabildung an der Blattunterseite scheint ja bei 
den Nymphaeaceen nicht, wie man glauben kénnte, durch das Aufliegen 
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auf der Wasserfliiche bedingt zu sein, denn auch bei Arten, bei denen sich 
die Blatter itiber den Wasserspiegel erheben, kommen Stomata nur auf der 
Oberseite vor (Solereder 1899, 55). 

Auch die Schleimhaare an der Blattunterseite sind in einem sehr regel- 
mafigen Muster angeordnet (Abb. 4); die Entfernung zwischen den einzelnen 
Haaren ist jedenfalls wesentlich gréfer als die zwischen den Stomata an 
der Blattoberseite. 

Zur Zeit der Untersuchung von Euryale ferox standen nur Jugendblatter 
zur Verfiigung, so kann nichts dariiber ausgesagt werden, ob auch die groBen 





Abb. 4. Euryale ferox. Epidermis der Laubblattunterseite. Schleimhaar-Muster. 


Abb. 5. Euryale ferox. Folgeblatt. Blattunterseite. Anthocyanviolett gefarbte 
Epidermiszellen. Ubertritt von Anthocyan-Kérpern aus der Vakuole in das 
Cytoplasma. 


Folgeblatter an der Blattoberseite stomatafreie Zonen aufweisen. An alteren 
Jugendblattern fallt es auf, daB unter den rotvioletten Flecken das Chlor- 
enchym ausblaft, wobei die dariiber liegende Epidermis aber keine nekroti- 
schen Veranderungen aufweist. Es handelt sich hier offenbar um einen 
tihnlichen Vorgang, wie er bei Victoria zur Stomatodenbildung fiihrt. Hiezu 
bemerkt Gessner (1949), ,,daf es bei Euryale zumeist gar nicht zur Loch- 
bildung kommt und die Stomatodenbildung mit dem punktartig begrenzten 
Zerfall des Mesophylls ihren Abschlu® findet, ohne daf auch noch die 
Epidermis perforiert wiirde™. 

Wie bereits erwahnt, zeigen die Epidermiszellen an den roten Blatt- 
flecken auffallend violette Farbung des anthozyanfiihrenden Zellsaftes; 
dieser diirfte also an den stomatafreien Stellen der Epidermis einen anderen 
Py- Wert besitzen als der der Epidermiszellen der Blattpartien, die Stomata 
aufweisen. Auch sonst verhalten sich die Epidermiszellen der rotvioletien 
Flecke anders als die iibrigen. Sie zeigen nimlich in besonders stark aus- 
gepragter Weise das eigenartige Phainomen der Ausstofung anthozyan- 
gefarbter Kérper aus der Vakuole in das Cytoplasma. Dieses Phainomen 
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hat Weber (19350a) an mit Neutralrot gefarbten Helodea-Zellen bei Plas- 
molysen beobachtet. Bei Euryale tritt es aber .,von selbst, also ohne kiinst- 
liche Vitalfarbung und ohne Plasmolyse, ein. An der intensiv violetten 
Blattunterseite der grofen Folgeblatter von Euryale ferox ist das in den 
Epidermiszellen ein ganz allgemeiner Vorgang (Abb. 5), an den Jugend- 
blattern stellt er sich aber in den Epidermiszellen der Blattoberseite zu- 
nachst nur an den Stellen der roten Flecken ein. Diese stomatafreien Partien 
sind also nicht nur durch das Fehlen der Spaltéffnungen gekennzeichnet, 
sondern auch noch durch eine Reihe anderer Eigentiimlichkeiten: violette 
Farbung des Anthozyans, friihzeitige AusstoBung von anthozyangefarbten 
Koérpern (unter Vakuolenkontraktion) in das Cytoplasma, Vorkommen 
eines Schleimhaares im Zentrum der Zell- 
gruppe, Nekrose des darunterliegenden 
Mesophylls. Inwiefern diese Merkmale 
eine kausale Verkniipfung haben, ist 
nicht ersichtlich. Nach einer Abbildung 
von Unger (1853) zu schliefen, ist bei 
Victoria regia die Epidermis iiber den 
Abb. 6. sich bildenden Stomatoden nicht sto- 

Nymphaea tetragone. Jugendblatt. matafrei. Nach Weber (1950) schwin- 
Querschnitt. Nur 2 Mesophylizell- det in der Sprofachse von Hydrangea 
schichten. Obere und untere Epi- opuloides die Hemmwirkung auf die 
dermis stomatafrei. Unterseits ein Stomatabildung dann, wenn in den sub- 
Schleimhaar. epidermaien Zellen das Anthozyan ver- 

schwindet. 

SchlieBlich sei noch folgendes vermerkt: An den Laubblattern (Jugend- 
blattern) vonNymphaea tetragona fanden sich nicht nur unterseits, sondern 
merkwiirdigerweise auch oberseits keine Stomata, so dai diese Schwimm- 
blatter gianzlich ohne Spaltéffnungen sind. Die Blatter dieser kleinsten See- 
rosenart sind auferst zart, da im Vergleich zum Mesophyll der viel derberen 
Blatter anderer Nymphaea-Arten nur wenig (zwei) Mesophyllschichten vor- 
handen sind (Abb. 6). An der Blattunterseite befinden sich zahlreiche 
Schleimhaare. Man kénnie daran denken, da® diese nicht nur an der 
unteren Epidermis, sondern (durch das wenigzellige Mesophyll hindurch) 
auch an der Oberseite die Stomatabildung unterdriickten und so das spalt- 
dffnungsfreie Schwimmblatt zustande kommt. 








Zusammenfassung 


I. Die Vakuolen der SchlieBzellen der Laubblitter verschiedener Nym- 
phaeaceen farben sich in Wasserstoffsuperoxyd-Liésung orange bis rétlich- 
braun, die iibrigen Epidermiszellen bleiben farblos. 

II. Die Schlie&zellen der Laubblatter verschiedener Nymphaeaceen, nicht 
aber die iibrigen Epidermiszellen, nehmen in Benzidin-H,O, Blaufairbung 
an (Peroxydase-Reaktion). Die Schliefizellen von Euryale ferox geben 
diese Reaktion nicht, wohl aber die Schleimhaare. 

III. Im Laubblatt von Nymphaea alba fehlen an der oberseitigen Epi- 
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dermis die Stomata dort, wo subepidermal Grundgewebshaare (Spikular- 
zellen) liegen. 

IV. An den roten Flecken der Jugendbiatter von Euryale ferox fehlen 
oberseits die Stomata. In der Mitte dieser durch Anthozyan violettgefarbten 
Areale befindet sich je ein Schleimhaar. Es wird vermutet, dafi ein von 
diesem Schleimhaar ausgehender Hemmstoff in seiner Umgebung die Bildung 
der Spaltéffnungen unterdriickt. Jugendblatter von Nymphaea tetragona 
haben auch oberseits keine Stomata. 
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Der iibermolekulare Aufbau der Cellulose 
Von 


E. Treiber 
(Aus dem Institut fiir theoretischhe und physikalische Chemie der Universitat Graz 
in Zusammenarbeit mit der Zellwolle Lenzing AG.) 


Mit 9 Textabbildungen 


(Eingelangt am 4. Janner 1951) 
Erster Teil 


Cellulose als wichtigster Baustoff der Pflanze, der der Zellwand die feste 
Struktur gibt (Geriistcellulose) und auch fiir die plastischen Eigenschaften 
derselben wohl in erster Linie als verantwortlich zu betrachten ist, besitzt 
nicht nur in biologischer Hinsicht, sondern auch von technischer Seite als 
auRerordentlich wichtiger Rohstoff besonderes Interesse. Der iibermolekulare 
Aufbau der Cellulose, im speziellen die Feinstruktur der Zellwiande, ist 
daher heute keineswegs lediglich ein Problem der Botanik, sondern die Be- 
deutung der Cellulose beispielsweise als Rohstoff fiir Gespinste, Gewebe 
und Papier sowie als Ausgangsstoff in der chemischen Indusirie fiir 
Kunsistoffe u. dgl. hat das Interesse der Techniker, Chemiker und Physiker 
auf diverse Probleme der Cellulose, insbesondere auf Zellwandstrukturen, 
konzentriert. Es ist ja beispielsweise der Aufbau der Faserwand weit- 
gehend fiir den Ablauf verschiedener chemischer Reaktionen bestimmend, 
und so ist es auch erkliarlich, dai auf diesem Fragenkomplex u. a. alle 
modernen physikalisch-chemischen Untersuchungsmethoden, wie Elektronen- 
mikroskopie und Réntgentechnik, in den letzten zehn Jahren mehr und 
mehr eingesetzt wurden. Daher ist es verstandlich, da® auf Grund dieser 
intensiven Forschungsarbeit iiber die Struktur der Zellwainde und der 
Geriistsubstanzen eine Fiille von Daten vorliegt und wir iiber diese z. B. 
sicher weit besser unterrichtet sind als iiber den Aufbau des lebenden Proto- 
plasmas. Und schiieflich kann erwartet werden, daf viele Unterschiede 
zwischen natiirlichen und kiinstlichen Cellulosefasern in der verschiedenen 
iibermolekularen Struktur eine Erklairung finden; vergleichende Unter- 
suchungen von technischer Seite her sind auch wiederholt durchgefiihrt 
worden. (Lauer, Hermans, Franz, Hess, Béhringer.) 

Aus all diesen Griinden mag nun der Versuch zweifellos wiinschenswert 
erscheinen, eine Darstellung unseres heutigen Wissens — soweit es sich auf 
Ergebnisse beschriinkt, die dem gesamten Interessenkreis als wesentlich er- 
scheinen miissen — unter besonderer Betonung der neueren Errungen- 
schaften physikalisch-chemischer Forschung, zu geben. nachdem die alteren 
Anschauungen, vor allem auf Grund lichtmikroskopischer Untersuchungen, 
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im Rahmen dieser Zeitschrift bereits mehrfach zusammenfassend behandelt 
wurden [1] und in den Grundziigen auch als bekannt vorausgesetzt wer- 
den diirfen. 


Somit darf wohl u. a. die zusammenfassende Feststellung hier geniigen. 
da das Cellulosemolekiil durch kettenférmige Aneinanderlagerung von 
d-Glucose in 1-4-8-glucopyranosoider Hauptvalenzbindung entstanden ge- 
dacht werden kann, so da man die Cellulose als lineares Kettenpolymerisat 
von Glucose bzw. als quasi verlangertes Cellobiosemolekiil betrachten kann. 
Uber die Linge der Cellulosekette im urspriinglichen Zustand ist wenig zu- 
verlassiges bekannt; DP-Werte von ~ 3000 Glucosereste gelten heute schon 
als ungewollt abgebaut [2]. Baumwolle in der ungedffneten Samenkapsel 
besitzt einen nahezu einheitlichen Polymerisationsgrad in der Gegend von 
5000, entsprechend einem Molekulargewicht fiir das Kettenmolekiil von 
~ 800000. Die Wolle der geéffneten Kapsel erleidet einen Abbau zu einem 
DP-Wert von 3500, und Polydispersitatsmessungen zeigen nun Maxima bei 
DP 4200 und 1800 [3]. Mitchell [4] findet nach der schonenden Nitrierung 
unter Zusatz von Phosphorsiure bei Holz (Western Hemlock) DP-Werte von 
2000 bis 2500. (Gereinigte Handelsbaumwolle besitzt Werte um 3000, Sulfit- 
zellstoff um 1000, kiinstliche Spinnfasern 250—330). 


Die mit Hilfe der Ultrazentrifuge ermittelten Durchschnittsmolekulargewichte 
bzw. DP-Grade (Svedberg, Jullander, Gralén, Kraemer) sind gréfer als 
die aus Viskositaétsmessungen erhaltenen. (Man beachte auch die verschiedene Art der 
Mittelwertsbildung [Zahlenmittel, Gewichtsmittel, Z-Mittel]!); z. B. gereinigte Baum- 
wollinters: DP = 1000 bis 3000 gegeniiber 890 bis 1300. (Gralén [4a] findet an Roh- 
baumwolle 9300, Urtica und Ramie 12000, Flachs 36 000.) 


Auf Grund solcher Untersuchungen scheint es wahrscheinlich, da der Poly- 
merisationsgrad nativer Cellulose nicht einheitlich ist, sondern die natiirliche 
Faserceilulose mehr oder minder aus Anteilen verschiedener MolekulargréBe 
besteht. (Eine solche Polydispersitat scheint ziemlich sicher nach der Sedi- 
mentationsgeschwindigkeitsmethode an Holzcellulose nachgewiesen zu sein, 
nicht hingegen z. B. bei Baumwollinters.) 

‘Inwieweit Cellulose wirklich ein reines Kettenpolymerisat von Glucose 
ist, zeigten Hydrolyseversuche von Willstatter und Zechmeister, 
Monier-Williams, Karrer und Illing, Irvine und Soutar bzw. 
Hirst und schlieBlich von Hess und Weltzien [5]. Aus den Versuchen 
geht hervor, daf reine Cellulose zu etwa 99% aus Glucoseresten besteht. Der 
Fehlbetrag diirfte Stérstellen, in der Hauptsache bedingt durch Azetal- und 
Halbazetalbindungen (vermutlich 0.3%) und Fremdgruppen (Xylose- und 
Glucuronsiurereste, zum Teil solche unbekannter Natur) zuzuschreiben sein. 
Auf die Méglichkeit der Existenz von Stér- und Lockerstellen bzw. chemi- 
scher ,.Quervernihungen™ wird noch zuriickgekommen. 

Réntgenoptische Strukturuntersuchungen [6] sowie optische Messungen 
im polarisierten Licht zeigten, dai der Cellulose eine kristalline Struktur 
zukommt; jedoch stellt die einzelne Faser keinen Einkristall dar, sondern 
ein Kristallaggregat aus submikroskopischen, anisotropen Kristalliten im 
Sinne der Auffassung von Nageli. Zusiatzlich treten bei der Cellulose die 
von den Kristallen her bekannten Gitterstérungen und Gitterfehler sehr 
stark in den Vordergrund, und die starke Untergrundstreuung im Roéntgen- 
diagramm ist ein Hinweis auf das Vorhandensein von amorphen oder 
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akristallinen Anteilen. Die Annahme an lichtoptische Dimensionen heran- 
reichenden Kristalliten (Micellen), die an den Enden unter flachenhaften 
(lamellaren) Aufspaltungen in amorphe Bereiche iibergehen (Fransen- 
micellen [Gerngross, Herrmann, Abitz]), wobei Celluloseketten durch 
jene nichtkristallinen Bereiche hindurch sich iiber mehrere Micellen 
erstrecken, vermag eine Reihe von Besonderheiten der Cellulose zu deuten 
(Abb. 1). Bezieht man in jenes hier in Erinnerung gerufene Bild noch das 
Vorhandensein intermicellarer Hohlriume ein, die die Fasern in der Faser- 
richtung durchziehen und deren Entstehung offenbar eng mit dem Wasser- 
austritt bei der Polymerisation zusammenhangt, und vergegenwartigt sich 
die im folgenden zu besprechenden Gitterkrafte in den drei Richtungen, so 
finden schlieBlich alle jene merkwiirdigen Eigenschaften, wie Dichteausfall, 
Wegsamkeit, permutoide Reaktionsfahigkeit, Quellungs- und Festigkeits- 
anisotropie, Biegsamkeit und Spaltbarkeit 
parallel zur Faserachse der Cellulose, 
eine mehr oder minder befriedigende Er- 
klarung. 

Die Strukturuntersuchungen, auf Grund 
deren schlieflich chemische und optische 
Tatsachen widerspruchsfrei zu einem Mo- 
dell vereinigt werden konnten, zeigten, 
da8 Cellulose in mehreren allotropen Mo- 
difikationen auftritt, die bezeichnet werden 
als: Cellulose I oder native Cellulose, die 
uns in den Fasern von Baumwolle, Linters, 
Ramie, Hanf, Flachs, Jute, Pflanzenhalmen, 
Holz etc. |7|, ferner aber auch’ in Meer- 
algen [8], wie z. B. der Alge Valonia, 
ee Bacterium Xylinum und im Tunicin der 
Tunicaten (z. B. Seescheide), entgegentritt, 
ky, Frey-Wyssling u. a und Cellulose II oder — in einer wenig 
eatin dient Tecate ton Mere gliicklichen Bezeichnung — Hydratcellulose 

dite. (merzerisierte und regenerierte Cellulose). 

Die Wand der Meeresalge Halicystis soll 

ebenfalls aus Hydratcellulose bestehen 

[9]. Von Hess und Gundermann [10] wird noch eine Cellulose HI und 

von Hess, Kiessig und Gundermann [11] eine Cellulose IV (HT-Cel- 

lulose) beschrieben. Im Ubergang von Alkalicellulose, Cellulosexanthogenat 

etc. zu Hydratcellulose beim Auswaschen mit (kaltem) Wasser wurde von 

Sakurada und Mitarbeitern [12] ein echtes Hydrat, die Wassercellulose, 

gefunden. (In der Terminologie von P. H. Hermans als Cellulosehydrat II 
bezeichnet.) 

Unsere Betrachtungen hier werden sich auf die native Cellulose (I) und 
auf die Hydratcellulose (I1) — wie sie uns mit genannter Ausnahme in allen 
Kunstfasern entgegentritt —, und zwar vornehmlich auf die erstere, be- 
schranken. 

Die Verschiedenheit der beiden Modifikationen ist nicht nur im Ele- 
mentarkérper selbst ausgedriickt, d. h. in den Netzebenenabstanden und 
Winkeln, sondern auch in der Micellgestalt und GréBe sowie der Reaktions- 
= etc. findet die kristallographische Verschiedenheit ihren Nieder- 
schlag. 





amorpher Bereiche nach Krat- 
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Elementarzelle, Gitterkrifte, Stérstellen und Micellform 
Nach Meyer und Mark bzw. Meyer und Misch kommt bekanntlich 


der Cellulose I eine monokline Elementarzelle zu, wobei sich durch den 
ganzen Kristallit Cellobioseschrauben entlang der Faserrichtung hindurch- 
ziehen [13] (Abb. 2). 

In neuerer Zeit sind die Gitterdimensionen (Netzebenenabstinde) mit besonderer 
Prazision vermessen worden [14, 15], woraus sich die in Tabelle 1 genannten Werte 
der monoklinen Gitterzelle ergeben. Die réntgenographische Dichte errechnet sich 
daraus zu 1,630 (alterer Wert: 1,59). 


Die Krifte, die die Gitter- 
struktur zusammenhalten, sind 
u. a. eingehend von Mark [16] 
beleuchtet worden. In Rich- 
tung der b-Achse sind die Glu- 
cosereste durch eine Haupi- _ Pa 
valenzbindung zusammenge- 
halten. In der a-Achse sind die 
Glucoseringe nur durch einen 
Zwischenraum von etwa 2,5A 
getrennt, das bedingt, ver- 
glichen an vielen organischen 
Substanzen, insbesonders Poly- 
peptiden, dafi starke zwischen- 
molekulare Krafte in Form von 
Wasserstoffbriicken zwischen 
zwei Sauerstoffatomen wirk- 
sam werden (vgl. Abb.7 a). 


Dies erklart die dichtere Pak- Abb. 2. Schematische Darstellung des Elemen- 
kung in der a-b-Ebene und tarkérpers nativer Cellulose nach Meyer und 
die Tatsache, daft Quellungs- Misch (Dimensionen nach den Angaben von 
mittel diese Bindung zerstéren Legrand und Kiessig). 

kénnen. 
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Neuere Arbeiten auf dem Gebiet der Eiweifistoffe u.a. von Schauenstein 
und Mitarbeitern [17] zeigen neuerdings, da H-Briicken weitverbreitet sind und 
eine wichtige Rolle (z. B. Energieleitung |Wirtz]) in Biostrukturen spielen; gleich- 
zeitig konnten z. B. eigene Versuche gemeinsam mit Schauenstein zeigen [1S}, 
wie empfindlich gerade H-Briicken auf Kettenabstinde, p,-Anderungen, Quellen 
und Entquellen ansprechen. 

In jiingerer Zeit sind nun mehrere Ultrarotuntersuchungen iiber die Wasserstoff- 
bindung in der Cellulose bekannt geworden. Ellis und Bath [19] kommen zu dem 
Schlu®, daf® keine unverainderten OH-Gruppen vorhanden sind, und sprechen die 
Vermutung aus, daf Linge wie auch Winkelung der H-Briicken zwischen benach- 
barten Hauptvalenzketten verschieden sind. Auch nach Nikitin [20] nehmen fast 
alle in der nativen Faser enthaltenen OH-Gruppen an H-Bindungen teil. Beim 
Merzerisieren wird ein Teil der H-Briicken geliést. Nitrieren z. B. zerstért alle 
H-Briicken, die beim Verseifen zum Teil jedoch wieder gekniipft werden kénnen. 


In Richtung der c-Achse ist der kleinste Abstand etwa 3,1 A: die hier 
wirkenden Krafte werden daher von der Natur der van der Waalsschen 
Kriafte (vgl. [63]), im speziellen wohl von der Art der Dispersionskriafte [21] 
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sein. Somit wirken in drei kristallographisch verschiedenen Richtungen drei 
Arten von Kriaften. Die Kristallisationswairme der Cellulose wurde von 
Calvet und Hermans [22] zu ~ 4100 cal/Mol bestimmt. 

Eine weitere Verkniipfung zwischen den Ketien kénnen_,,Querver- 
naihungen™ darstellen, wie sie zahlreich formuliert werden. An jenen Stellen 
ist natiirlich die Gitterstruktur gestért und zusatzlich ein mehr oder minder 
fremdes ,,Bindungselement™ in die durchlaufende Kette eingeschoben. Aus 
diesem Grund erblickt man in solchen chemischen Vernetzungsstellen 
wie auch in den Fremdgruppen, die chemisch mit den Glucoseanhydrid- 
ketten verbunden sind, ganz allgemein gleichzeitig die bevorzugten Angriffs- 
stellen fiir Depolymerisationsreaktionen (z. B. oxydative Spaltung, von der 
solche Bindungen etwa 3000mal schneller betroffen werden als die normale 
p-glucosidische Bindung [23]). Da solche Vernetzungen auch kiinstlich er- 
zeugt werden kénnen, zeigen Veredlungsversuche (Quellfestausriistung) an 
Kunstfasern mit Formalin, Diisocyanaten ete. 


Von den lediglich dem Namen nach angefiihrten Fremdgruppen-Theorien, die 
eine Vernetzung bedingen sollen (Theorie der blockierten OH-Gruppen [24], der 
oxydischen Vernetzungsbriicken [25] und der Neumannschen Ringkettentheorie [26]) 
sei des Interesses halber die Theorie von Pacsu [27] kurz umrissen: 

Auf Grund von mehr oder minder schonenden Abbauversuchen konnte wieder- 
holt gezeigt werden, daf bestimmte Kettenlingenfraktionen vorherrschen. So ist 
besonders auffallend der immer wieder beobachtete hohe Anteil an annahernd glei- 
chen Bruchstiicken vom DP-Wert 500. 

Ahnliche Versuche, speziell an Holzcellulose, zeigen noch Maxima bei den 
DP-Werten 96 und 150. Svedberg [28] referiert iiber Abbauversuche, die zwei 
Maxima bei DP 100 und 200 erkennen lassen. Letzteres verschwindet beim Kochen 
mit 2.5n Schwefelsaure, so da schlieBlich ein Maximum bei 70—100 iibrigbleibt, 
welches bei nativer Cellulose, Sulfit- und Sulfatzellstoff, ja selbst bei Kunstseide 
iibereinstimmend beobachtet wird. 


Im speziellen nun auf Grund einer Endgruppenbestimmungsmethode mit 
KMnO, sowie méglicherweise beeinflu@t durch die fiir Polypeptide aufge- 
stellte Regel von Bergmann und Niemann [29], entwirft Pacsu ein 
Modell, demzufolge in Richtung der a-Achse Einheiten von je 64 (= 2°) und 
128 (= 2") bzw. 256 (= 2°) Glucosereste durch eine Halbazetalbindung seit- 
lich zusammengehalten werden. Die Zahlen werden auch durch Poly- 
dispersitatsmessungen glaubwiirdig gemacht. Vor kurzem haben jedoch 
Husemann und Consbruch [29a] die Versuche einer kritischen Nach- 
prifung unterzogen mit dem Ergebnis, dai das Modell von Pacsu jeglicher 
experimenteller Begriindung entbehrt. 

Wenn auf jeden Fall durch derartige Zahlenmystik ausgedriickte Gesetz- 
mafigkeiten eine gewisse Skepsis hervorrufen, so besitzt doch die vielfach 
ausgesprochene Annahme in ihrer Grundsatzlichkeit einen hohen Grad von 
Wahrscheinlichkeit. daf sich in mehr oder minder regelmafigen Abstanden 
iiber gréRere Bereiche (Micelle und dariiber hinausgehend bis zur Faser) 
erstreckend, Fremdgruppen — die natiirlich nicht unbedingt eine Querver- 
nihung bewirken miissen — einschieben, die sich in einer Ebene befinden. 

Als solche Fremdgruppen innerhalb der Ketie wurden z. B. von Stau- 
dinger und Sohn [30] Esterbindungen und ven Schulz und Husemann 
[31] eingebaute Glucuronsaurereste angenommen. Letztere sollen — ahnlich 
wie die Halbazetalquerverbindungen nach Pacsu — nach je 2° = 512 Glu- 
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coseresten eingebaut werden. Solch ein regelmafiger Einbau von Lockerstellen 
in der gleichen Giiterebene fiihrt zu einem Langperiodengitter, welches fiir 
einige Kunststoffe (Polyamide und Polyester) von Hess und Kiessig [32] 
auch tatsichlich bereits nachgewiesen werden konnte. Die Annahme, da 
auch Cellulose ein solches Langperiodengitter besitzt, wird vielfach ver- 
treten. Méglicherweise ware die von Kinsinger und Hock [33] an fiir das 
Ubermikroskop nach dem Electronstains-Verfahren (Kontrastfarbeverfah- 
ren) priparierten Fasern beobachtete periodische Querstruktur von 150A 
ahnlich zu deuten. In diesem Zusammenhang ist auch die elektronenmikro- 
skopische Untersuchung schwinggemahlenen Zellstoffs von Hess und Mit- 
arbeiter [33a] von Interesse, die Langsperioden von 500 A beobachteten. 

Auch die seit langem mikroskopisch beobachtete Querspaltung von Fasern beim 
vorsichtigen Anlésen, der die Botaniker seit langem schon besondere Aufmerksam- 
keit widmeten, findet in diesem Rahmen méglicherweise eine Erklarung (Dol- 
metsch, Franz, Correns), und die Entstehung der vielfach umstrittenen Derma- 
tosomen ware etwa so zu verstehen, daf an solchen Lockerstellen eine bevorzugte 
Spaltung auftritt. Natiirlihh muf dann angenommen werden, daf ein Teil der 
Lockerstellen sich quer durch die ganze Faser erstreckt, wobei diese nun in bezug 
auf Spaltbarkeit vielen Kristallen insofern dhnelt, als in letzteren haufig in Ab- 
stinden von ~1¥ Stérstellen auftreten, an denen man eine Spaltung besonders 
leicht durchzufiihren vermag. 

Vielleicht kénnen auch mikroskopisch beobachtbare Stauchungen (Verschiebungs- 
figuren), durch die Fibrillen und priméare Micellarstrange mehr oder minder ge- 
knickt werden, u. U. zugleich Orte bevorzugter Querspaltung bilden, da gemaf@ den 
Untersuchungen von Frey-Wyssling [34] an den Verschiebungsstellen eine Auf- 
lockerung der Paralleltextur eintritt (vgl. Einwirkung von Kuoxam auf Fladhs- 
fasern [3}]). 

Franz [35] bemerkt zu dem Problem der Lockerstellen noch folgendes: Zu be- 
riicksichtigen ist, da® ein Linearmolekiil gegeniiber chemischen und mechanischen 
Einfliissen ziemlich instabil ist. Man darf daraus vielleicht folgern, da die Haupt- 
valenzkrifte keineswegs iiber die ganze Molekiillinge gleichmaBig verteilt sind und 
in ihrer Starke durch die sich zum parallel liegenden Makromolekiil ‘auswirkenden 
Nebenvalenzen beeinflu@t werden. Man kann vielleicht einen Wechsel von Hiau- 
fungen mit entsprechenden Herabminderungen in den Hauptvalenzkraften an- 
nehmen, der u. U. oscillatorisch vor sich geht. Auch durch solchen ungleichmaBigen, 
jedoch periodischen Aufbau kénnen die Lockerstellen erklart werden. Man kann bei 
den im Linearmolekiil vor sich gehenden Schwingungen Wellenberge und Wellen- 
tailer annehmen, die im Fall, daf sie sich iiberdecken, d.h. durch Interferenz mehr 
oder minder ausléschen, zu schwachen Stellen fiihren. Andererseits kann an den 
reaktionsfahigen Stellen ebenfalls durch oscillatorische Vorginge ein Austausch, der 
in Langs- und Querrichtung wirkenden Krafte angenommen werden, so daf bei 
einer bestimmten Lage zweier Linearmolekiile zueinander die Querkrifte zu Lasten 
der in der Faserachse wirksamen Hauptvalenzen verstairkt werden. 

Stérstellen — gleichgiiltig welcher Art — kénnen, wie z. B. Bernauer 
an Kristallen zeigen konnte. Drillungen beim wachsenden Kristall bewir- 
ken, so daf der spiraligen Anordnung der Fibrillen eine Spiralstruktur der 
Makromolekiile vorausgehen kénnte |36]. (Durch diese Drillung erhielte die 
Naturfaser eine gréRere Querfestigkeit, geringere Quellung und héhere. Naf- 
festigkeit. Daf aber jedenfalls die ,Sperrholzstruktur™ der ..makroskopi- 
schen™ Faser von wesentlichem Einflu@® auf ihre Gebrauchstiichtigkeit ist, 
zeigt eine Reihe von Versuchen [35]. So steigt z. B. die relative Naffestig- 
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keit der Zellwolle beim Zwirnen von 54% auf etwa 58,5%; die relative NafB- 
festigkeit der. Baumwollflocke um weitere 10—20%.) 

In diesem Zusammenhang muf noch auf die Endgruppen des Makromole- 
kiils hingewiesen werden. Die beiden endstaindigen Glucosereste unter- 
scheiden sich von dem monomeren Rest innerhalb der Kette formelmaBig 
durch den Besitz einer Halbazetal- bzw. einer zusitzlichen OH-Gruppe. Die 
erstere ist nicht eindeutig nachgewiesen, wohl aber scheint die Existenz der 
nichtreduzierenden Endgruppe, der OH-Gruppe, bewiesen zu sein. Die 
erstere diirfte auch den Ursprung der carboxylischen Endgruppe darstellen. 
Eine weitere Frage ergiibe sich nach den Endgruppen in den abgebauten 
Cellulosen, mit denen wir es als Rohstoff stets zu tun haben. Vorlaufig la8t 
sich jedoch nur fesistellen, da gegenwiartig die verschiedenen auftretenden 
Endgruppen noch nicht restlos bekannt sind. (Nach neueren Untersuchungen 
von Wannow [36a| werden bei der Oxydation mit N,O, praktisch nur 
-COOH-Gruppen gebildet, die am C® sitzen.) 

Uber die Micellgestalt der nativen Cellulose ist — im Gegensatz zu 
einer Reihe ausgedehnter Untersuchungen bei Hydratcellulose — kaum 
Sicheres bekannt. Eine héhere Orientierung wie bei wiedergefallter Cellu- 
lose ‘ist an Cellulose | nicht ohne weiteres erreichbar; die einzige brauchbare 
Ausnahme, wenn man von kleineren Effekten absieht (Herzog und Jancke 
|37], Hess und Trogus [38]), macht Tunicin [39], welches a priori eine 
Ringfaserstruktur besitzt (bei der die 101-Ebene (= A,) mit der ,,Decken- 
bzw. Mantelebene“ zusammenfallt) und durch Dehnen eine héhere Orien- 
tierung annimmt. Ein zweiter Fall, wo eine solche héhere Orientierung 
bereits als Wachstumsstruktur beobachtet wird — namlich eine selektive 
biaxiale Orientierung in der Bezeichnungsweise von Sisson —, liegt z. B. 
in der Zellwand der Alge Valonia ventricosa vor [40]. Auch hier liegt die 
101-Ebene parallel zur Zellwand. Auf Grund dieser und ahnlicher Beob- 
achtungen (an Chaetamorpha Linum, Chitinzellen; Orientierungsversuche 
an Bakteriencellulose |Sisson] |39a]) darf man — vielleicht auch in An- 
lehnung an das Verhalten anderer hochpolymerer Faserstoffe wie z. B. 
Keratin oder auch synthetischer Fasern wie Polyamide — wohl fiir die 
native Cellulose eine mehr oder minder ausgepriagte Blattchen- bzw. Band- 
chengestalt in Erwagung ziehen, wobei sicherlich in allgemeinen Fallen A, 
parallel zur Blattchen- (Breit-) Seite liegt (Sisson [3]) (siehe Abb. 7a). 
Genaue Aussagen diesbeziiglich sind, wie eingangs betont, derzeit nicht 
méglich, doch diirfte das Verhaltnis: Micellbreite zu Dicke nicht allzusehr 
von Eins verschieden sein (so da wir im allgemeinen vielleicht in erster 
Naherung eher von mehr oder minder stabchenférmigen Micellen sprechen 
diirfen). 

Ein Bild iiber den Bau einer Micelle nativer Cellulose entwirft Pacsu [27]: 
Acht Ketten sind in der a-Achse (siehe Abb. 7a) durch Wasserstoffbriicken, nach ge- 
wissen regelmaBigen Abstanden in Richtung der b-Achse durch Halbazetalbindun- 
gen, zu Lamellen (zweidimensionale Roste) zusammengefiigt. Zw6lf solcher Lamellen 
werden in Richtung der c-Achse durch van der Waalssche Kriifte (vgl. S. 2) zu- 
sammengehalten, so daf ein kristalliner Bereich im Querschnitt 96 Ketten umfaft 
und die Dimension von etwa 45 X 70 A besitzt. Die Micelle ist nach diesem Modell 
etwa von der Gestalt eines Rhombus, wobei allerdings der so herauskommende 
Winkel nicht véllig widerspruchsfrei mit anderen Vorstellungen ist. 

Banerjee und Ray [41] nehmen fiir Jute 30 Kettenmolekiile im Micellquer- 
schnitt an (ohne die Form niher zu diskutieren), wobei sich jede Kette mit je 
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120 Glucoseeinheiten durch die Micelle ziehen soll, fiir die sich somit eine Linge 
von ~ 620A ergibt. 


Die réntgenographische Untersuchung laft nicht nur Schliisse hinsichtlich 
der Micellgestalt (z. B. aus der Anisotropie der Kleinwinkelstreuung bei 
héher orientierten Priparaten und Linienbreitenmessungen) der der un- 
mittelbaren mikroskopischen Bestimmung unzugiinglichen Einzelkristallite 
zu, sondern auch Aussagen hinsichtlich der Gréfe. Denn nach der Laueschen 
Theorie kann z. B. aus der Winkelbreite einer Interferenz auf die Dimension 
der kristallinen Bereiche in Richtung normal zur betreffenden Netzebene 
geschlossen werden. Besonders in der spiater gegebenen Weiterentwicklung 
durch Brill ist es so méglich, mittlere, reziproke (!) Teilchengréfen zu er- 
mitteln. 

Die erste Anwendung einer Erweiterung dieser Gedanken auf eine sta- 
tistische Dimensionsverteilung hat Hengstenberg gegeben. Hengsten- 
berg und Mark [42] sind (in dlteren Arbeiten) bei Cellulose (Ramie) so 
zu dem Ergebnis gekommen, dafi die kristallinen Bereiche der nativen 
Cellulose eine Dicke von etwa 60 A und eine Lange von mindestens 600A 
aufweisen. Somit kommen auf den Micellquerschnitt 50 bis 100 Cellulose- 
ketten (fiir Viskoseseide [Hydratcellulose] finden Hengstenberg und 
Mark eine Linge von etwa 300 A und eine Dicke von 40 A). 

Frey-Wyssling [43] bestimmt im Vergleich dazu bei Ramie die Lange 
zu 1350 bis 1710A und die Dicke zu 53 bis 57 A (Durchmesser bei Hanf 
~ 56 A, Bambus < 70 A). Herzog vertritt fiir die Dimensionen der Micellen 
die Werte 1170 X66A; Wuhrmann und Mitarbeiter 2000 X 100A. Eine 
thnliche Langserstreckung findet K. H. Meyer [44] (> 1000 — 1500 A). 
Nickerson und Habrle [45] setzen den von ihnen gefundenen Grenz- 
polymerisationsgrad von DP = 280 ‘gleich der Micellange (~ 1400 A). 

Zu wesentlich anderen Werten ist Carpenter [46] bei Sulfitzellstoff 
gekommen. Er findet eine Lange von mehr als 600A bei einer Dicke von 
nur 13 bis 17 A. In primiren Zellwanden findet Wardrop [46a] schmilere 
Micellen von ~ 26 A Durchmesser. 

Aus der Klein- bzw. Kleinstwinkelstreuung errechnen Kratky und 
Mitarbeiter [47] die Micelldicke zu etwa 70 A in Ubereinstimmung mit den 
Resultaten der Linienbreitenmessung und der Metalleinlagerung. R. Hose- 
mann [47a] bestimmt in einer alteren Arbeit die Micellange zu ~ 3000 A, 
die Dicke zu <(400 A (Hinsichtlich einer Kritik an dem Vorgehen von Hose- 
mann siehe Kratky [47|). Heyn [47b] gibt folgende Durchschnittswerte 
an: Hanf 44 A, Flachs 51,5 A, Jute 55 A, Ramie 68 A, Baumwolle 146 A. 

Allgemein wird heute mit Dimensionen von etwa 60 bis 80 A senkrecht 
zur Kristallitachse und mindestens 600 bis 900A in der Lange gerechnet 
(Mark und Meyer, Freudenberg, Hess, Trogus, Akim u. a.). 

DaB die oft falsch diskutierte Micellange nach Hengstenberg und 
Mark nur ein Mindestwert ist, beruht in der nicht mehr sicher nachweis- 
baren Linienverbreiterung. In diesem Zusammenhang soll aber auch noch- 
mals darauf hingewiesen werden, daf die mitgeteilien Zahlen nicht nur Mit- 
telwerte statistischer Schwankungen sind, sondern auch nur Mittelwerte iiber 
einen mehr oder minder gittermaBig wohlgeordneten Bereich darstellen und 
daB wir es an den ,,Begrenzungsflachen™ mit allen méglichen Ubergingen 
zu tun haben. Wiahrend die Seifrizsche Micelle noch ein backsteinartiges, 
streng individualisiertes Gebilde darstellte, besteht ja nun nach der Theorie 
der Fransenmicelle — wie erwahnt — ein mehr oder minder langsamer Uber- 
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gang geordneter durchziehender Ketten (und somit auch des gittermafBig 
geordneten Komplexes) zum ungeordneten Bereich, wobei die Ketten dann 
wieder in andere Micellen einmiinden kénnen. (Dadurch wird iibrigens auch 
ein gewisser seitlicher Zusammenhalt der Micellarstringe erreicht |Ver- 
netzung|, der — aufer den vorhandenen van der Waalsschen Intermicellar- 
kraften — zusatzlich noch die Festigkeit in mehr oder 
minder seitlicher Richtung in der nachsthdheren iibermole- 
kularen Ejinheit, der Grundfibrille, bewirkt. Siehe 
Abb. 3.) Diese Vorstellung besitzt ein Analogon im iiber- 
mikroskopischen Bild der Grundfibrille, die nur undeut- 
liche Enden zeigt und deren Lange trotz ihrer guten In- 
dividualisierung bis heute so gut wie unbekannt ist. Ein 
Hinweis auf die seitlichen Haftstellen ist der erhebliche 
Widerstand der Grundfibrillen gegen eine weitere Auf- 
faserung ’ 

Daf die Grund- oder, Mikrofibrille mit 250—300A 
Durchmesser [48] keineswegs einen einzigen Micellar- 
strang, sondern in seitlicher Dimension mehr als einen 
kristallinen Bezirk umfaBt (vgl. Abb. 5), konnte aufer 
durch Klein- bzw. Kleinstwinkeluntersuchungen (Kratky 
und Porod) und gelegentlicher Auffaserungen bei der 
Praparatherstellung fiir die Ubermikroskopie bis herab zu 
~60A recht iiberzeugend durch Ranby und Ribi [49] 
dargelegt werden. Nach einem chemischen Abbau mit 
Schwefelsaure, die vorwiegend die amorphen Bereiche an- 
greifen soll, wird ein Sol erhalten, welches im Elektronen- 
mikroskop stabchenférmige Teilchen von 50 bis 60 A Dicke 
und einer Lange von ~ 500 bis 600 A zeigt, die als Micellen 
angesprochen werden (Abb. 4). Fiir diese Auffassung 
sprechen auch die schirferen Linien des Réntgendia- 
gramms und der schwachere diffuse Untergrund. Diese 
Versuche beweisen nicht nur die reale Existenz der Mi- 

durchlaufende aia | wtilntinen aathdontiaiiiines Th Sa 

‘ cellen, sondern verleihen auch den bisherigen Dimensions 

Cellulosekette, angaben von ~ 60 X 600 A besonderes Gewicht (vgl. auch 
schwach ausgezo- Wardrop [46 al). 
cat Linie: ee Ahnliche Abbauversuche durch ‘Hydrolyse mit Saure 
verbindende an Baumwolle beschreibt Hock [50]. Der Autor findet 
Kette. im Elektronenmikroskop zigarrenférmige Teilchen von 
~150A Dicke und 2500A Lange. Auch Husemann 
und Carnap [51| finden an hydrolytisch abgebauten Cellulosefasern eine 
Anhaufung von Partikeln mit Lingen von 2000 bis 2500 A. (Zu einer ahn- 
lichen Dimension in der Dicke [200—250 A] wiirde man aus Kleinwinkel- 
messungen kommen, wenn man den Effekt bei nativer Cellulose statt als 
Kleinstwinkel- als Kleinwinkelstreuung auffaft [47].) Wahrscheinlich 
handelit es sich aber in beiden Fallen noch um Micellaggregate. 

In der Annahme, daf der Ubergang von der dreidimensionalen Micelle 
zum quasi eindimensionalen Fadenmolekiil des amorphen Zwischenbereiches 
kein unvermitielter ist, hat Hermans [52] nun vor kurzem fiir regenerierte 
Cellulose das Modell der lamellar aufgeblatterten Micelle als Verfeinerung 
der Fransenmicelle entwickelt (vgl. Abb. 8), welches seinerzeit schon fiir 
Fiweifstoffe von Novotny und Zahn [53] in Vorschlag gebracht wurde. 





Abb. 3. Schema 
der Vernetzung 
der Micellar- 
stringe nach 
Kratky. 
© amorpher Be- 
reich; stark aus- 
gezogene _Linie: 
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Ahnliche Gegebenheiten, die zweifellos in den Bindungsverhiltnissen ihren 
Ursprung haben (Novotny, Zahn, K. H. Meyer, van der Wyk) und 
zwangsweise zu einer mehr oder min- 
der deutlichen Blattergestalt fiihren, 
gelten wohl auch fiir native Cellulose. 
Nicht nur eine aufgebliatterte Mi- 
celle und eine Biindelung der Micel- 
larstrange zur Mikrofibrille bedingt 
nun zwangsweise die Existenz von 
Intermicellarraumen, sondern als pri- 
mire Ursache fiihrt wohl bereits die 
Wasserabscheidung bei der Bildung 
der Cellulose zu einem retikularen 
System mit einem ,,Intermicellar- 
raum” (man vergleiche die anorgani- 
schen Modellversuche mit Vanadium- 
pentoxyd). Aus derselben Ursache 
lieBe sich auch unter Beriicksichti- Ns 
gung der intermicellaren Krafte Mma 
gleichzeitig die Entstehung der Micel- ee 
len und Micellarstrange verstehen. 
Dieses System kommunizierender 
intermicellarer Spalien und gréberer 
Hohlraiume besitzt in biologischer 
wie auch technischer Hinsicht eine besondere Bedeutung; spielen sich in 
diesen Riumen doch die Lebensprozesse der wachsenden Zellwand ab und 
sind dieselben Eintrittswege fiir Farbstoffe und zugleich jene Stellen, von 
denen aus permutoide chemische Re- 
“ntermicelare Spalten aktionen sich vollziehen.. Die Gréfe 
” dieser Hohlraume und ihre Form ist 
durch Edelmetalleinlagerungen _ er- 
schlossen worden (Frey-Wyssling, 
Mark, Kratky. Schossberger 
u. a.). Die GréRe der intermicellaren 
‘Raume wurde iibereinstimmend zu 
50—130A (Ramie ~ 85, Hanf 55 bis 
Querschnite 136, Bambus ~ 83 [48]) gefunden; fiir 
die feinen Spalten werden Werte von 
~10A (GréRenordnung des Elemen- 
tarkérpers) angenommen. Hunt u. 
Mitarbeiter [53a] finden fiir feine 
Lingsschmit# ~Spalten Durchmesser von ~40A. 
Frey-Wyssling [54] konnte auch 
zeigen, daff die Kaniale, etwa im 
Durchschnitt 2500 A lang, parallel zu 
Abb. 5. Schematischer Quer- (a) und den Faserachsen verlaufen, im iibri- 
Langsschnitt (b) durch eine Fibrille in gen jedoch irregulir verteilt sind 
Anlehnung an Frey-Wyssling. (siehe Abb. 5). Gréfere Hohlraiume, 
die méglicherweise einem feinen Réh- 
rensystem angehéren, konnte Ruska im Querschnitt eines Baumwollhaares 
im Elektronenmikroskop sichtbar machen. 





Hydrolisierte Holzcellulose, 
prapariert auf anoxydierter Beryllium- 
membran, beschattet mit Goldman- 
ganin. Aufnahme: Ranby und Ribi 
(Uppsala). 
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Unsere einleitenden Betrachtungen iiber den micellaren Aufbau der Cel- 
lulose waren unvollstindig, wiirden wir nicht in wenigen Satzen den Bau 
der Hydratcellulose der nativen Cellulose gegeniiberstellen. Erst dadurch 
werden gewisse Eigenheiten der nativen Modifikation entsprechend hervor- 
gehoben, die zum Teil ihren Ursprung in der Biosynthese erkennen lassen. 
AuRerdem wird die Fallung der Hydratcellulose aus ihren Lésungen und 
die Formierung der Kristallite aus der kolloiden Lésung quasi als Modell 
uns Anhaltspunkte liefern iiber die Bildung der Micellen aus dem amor- 


phen Gel. 
Die Hydrateellulose 


Wie ein Vergleich der Réntgendiagramme (vgl. Abb. 6) zeigt, besitzt der Ele- 
mentarkérper der Hydratcellulose andere Gitterkonstanten und somit Winkeln. 

Auch die Netzebenenabstinde der Cellulose II sind in jiingeren Arbeiten [15, 55! 
exakt vermessen worden (Tab. 1). Die réntgenographische Didhte fiir Cellulose II 
ergibt sich so aus dem in Tabelle 1 errechneten Mittelwert zu 1,607 und diirfte somit 


tatsichlich geringer sein als die der nativen Cellulose (1,630; vgl. S. 2) [15]. 





























Tabelle 1. 
Cellulose I Da, Da, | Da, Dif ee ihc | c | 8B 
| | | | 
Legrand [14] ..... — | —  — | 515 | 822 | 10,30 7,81 85,19 
Kiessig [15]... ... 5,94, | 5,85g | 3,90, | 5,15, | 8,16, | 10,30, | 7,84, 84° 5 
EA re ox a | oe | — be eee fee) eee 
Mittelwert aus dlteren | 
Arbeiten [15].... | — —}|— — | 8,26; | 10,29 | 7,83, | 84° 
trocken nag 
Cellulose II }— —-.- |— - 
Fe) oe ess ie Sra i a | 3 | Ce 
Legrand [55] ..... 7,96; | — | 9,24 |62°9' | 818, | - 9,22» | 61°31’ 
Kiessig [15] ...... 8,015 | 10,29, | 9,125  62°37,5] 8,16, | 10,30. 9,162 | 62°10’ 
Hermans u. Weidin- | ie | | 
ger [56] ....... 8,14 | 10,3 | 9,14 | 62° 8,58 | 10,3 | 9,38 | 59° 
Treiber [57]...... 7,97» | 10,28 | 9,240 62°8' | 8,215 | ae 9,33; | 60°48’ 
Mittelwert in A: .. | 8,012 | 10,29, | 9,183 | 62°13' 


Zum Unterschied von nativer Cellulose erleidet das Gitter der Cellulose II bei 
der Quellung mit Wasser eine merkliche Gitteraufweitung (siehe Tab. 1). Hermans 
und Weidinger [56] schlossen aus der Gréfe des Effektes an merzerisierter Ramie 
— im Gegensatz zu Kiessig und Legrand — auf die Méglichkeit der Bildung 
einer Molekiilverbindung mit Wasser (Cellulosehydrat I). Eigene Messungen an 
Viskoseregeneratfaden stiitzen nicht die Hermannssche Auffassung von der Existenz 
einer Verbindung (CeH10Os)2. H2O. 

Die Micellform der Cellulose II ist wesentlich eingehender untersucht (Her- 
mans, Kratky, Kast, Treiber). Aus Deformationsversuchen, der Herstellung 
héher orientierter Priparate usw. [58], folgt iiberzeugend eine blattchen- bzw. bind- 
chenférmige Micellgestalt mit Ao als Blattchenbreitseite (siehe Abb. 7b) und die 
Vorginge bei der Deformation von Cellulosespinnfasern konnten durch das Modell 
von Micellbandchen mit linearen Scharnieren (Kratky und Mitarbeiter [59]) plau- 
sibel gedeutet werden. 
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Fiir die MicellgréRe ergeben sich vorwiegend kleinere Werte als bei der 
nativen Cellulose. Hengstenberg und Mark [42] finden aus Linienbreiten- 
messungen die Dimensionen ~ 40 X 300 A; Kratky [47] aus Kleinwinkelaufnahmen 
ebenfalls eine Micelldicke von ~ 40 A mit dem weiteren wesentlichen Befund, daf 
gréRere Hohlriume — wie wir sie vor allem zwischen den Mikrofibrillen nativer 
Cellulose annehmen miissen — fehlen. Hydratcellulose, koaguliert aus sehr ver- 
diinnter Viskose, zeigt eine sehr starke laminare Aufspaltung (vgl. Abb. 8) [58]. 
Fankuchen und Mark [59a] fanden nach der Kleinwinkelstreumethode eine 
mittlere Micellbreite von 50 bis 200 A. In eigenen, derzeit noch nicht abgeschlossenen 
Zahlrohrmessungen gemeinsam mit L. Kahovec und G. Porod am Doppel- 
kristallspektrometer nach 


der Methode von War- 

ren [59 b] wurde an iso- 

tropen Hydratcellulose- 

fiden eine ungefihre Mi- 

celldicke von 50 bis 140A 

ermittelt. | hs he 
Das Fehlen von gré- ie. 4 

Reren Hohlraumsystemen Ao 

und die Unfiahigkeit zur 

Ausbildung _ definierter 

Elementarfibrillen folgt 

auch aus iibermikro- 

skopischen Aufnahmen. 

Frey-Wyssling, Hu- 

semann, Hermans, < 4p 


& 
Eisenhut, Hock u. a. 10" le a 
[60] konnten zeigen, daf 102 pe Oe "Qe 
bei Aufspaltungversu- 
chen an _ Kunstseiden- 
fasern neben einer ab- 
geschwachten Tendenz 


zur fibrillaren Auffase- 


die von der Ver- 
prove hbo Pen cena Abb. 6. Schema eines Réntgendiagramms von Cellulose I 


beeinfluft wird) ein Zer- (linke Bildhalfte) und Cellulose II (rechte Bildhalfte) im 
fall in durchschnittlid, Unorientierten Zustand, berechnet fiir CuKe-Strahlung. 
dickere Strange unein- 
heitlicher Dicke besteht, wobei sich keine Grundfibrillen erkennen lassen. Ein 
markantes Ergebnis stellen auch hier iibermikroskopische Aufnahmen von Ranby 
und Hambraeus [61] dar, die an abgebauter (DP ~ 1000) und gefallter Nitro- 
cellulose micellare Teilchen mit den ungefihren .Dimensionen 100 X 2000 A neben 
Kliimpchen undefinierter Form und Gréfe (amorphe Bereiche?) sichtbar machen. 
Roseveare und Mitarbeiter [62] haben an der Oberflache von Hydratcellulose- 
filmen Periodizitaiten von der Gréfenordnung 200—400 A gefunden, die méglicher- 
weise mit den kristallinen Bereichen im Zusammenhang stehen. In Weiterfiihrung 
der Untersuchungen iiber den Feinbau von Viscoseseide [62a] findet Ribi elek- 
tronenmikroskopisch Kristallitdicken von 69 bis 83 A (Kristallitlange ~ 120 A). 
Besonderes Interesse — vor allem aus textiltechnischen Griinden — hat die 
Frage nach der Menge des kristallinen Anteils ausgelést. Sowohl an nativer Cellu- 


lose wie auch insbesondere an technischen Spinnfasern wurde diese Frage eingehend 
Protoplasma, Bd. XL/1. 12 
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untersucht. Wenn wir von O6rtlichen und zeitlichen Differenzierungen absehen — 
z. B. enthalt die Primairwand mehr amorphe Substanz als die Sekundiarlamellen; 
ferner nimmt die Kristallinitét mit dem Wachstum bzw. Alter zu, wobei nach 
Treitel [63] bei zu hoher Kristallinitét Gewebetod eintritt —, so enthalten die 
Textilrohstoffe, wie Baumwolle, Ramie, Flachs usw., auf Grund réntgenoptischer 
Kristallinitaétsmessungen [64] ~ 70% kristalline Cellulose, wahrend Kunstfasern nur 
etwa 40% aufweisen. Im einzelnen fand Hermans [65], dem wir ausgedehnte 
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Abb. 7a. b. Schematischer Querschnitt (senkrecht zur b-Achse = Faserachse) durch 
7a native Cellulose, 7b Hydratcellulose. Elementarkérper, kristallographische 
Achsen und Spuren der Micelle angedeutet. 


Untersuchungen verdanken, folgende Mengen kristallinen Anteils: Baumwolle, 
Baumwollinters, Ramie, Flachs ~ 70%, Zellwand der Valonia ~ 68%, Sulfitzellstoff 
(Tanne) ~ 65%, Bakteriencellulose ~ 42%. Kunstfasern besitzen ziemlich einheitlich 
einen kristallinen Anteil von ~ 40%, eine Ausnahme macht Fortisan (Celanese 
Corp.) 50% und Faser G (Du Pont) 53%. Eine Stiitze erfahren diese Werte durch 
Kristallinitétsberechnungen aus Dichtebestimmungen (Hermans [65a]); man er- 
halt so fiir Baumwolle ebenfalls 70% (siehe auch Tabelle 2). 


Tab. 2. Kristalline Menge nach Preston, Hermans und Weidinger [65b]. 





Zellwand von Valonia ventricosaL.......... 65—70 9/ 


Holz von Pinus radiata (5.,10. und 15. Jahresring) | 73—55 2/9 
IIR Sysstat ic eave ce | 50—64 9/, 
Tepete RO BAGINWONIO 5. 5 Sige oiice oes sss 69 %/o 
TU DMO IOUT oie eo 5s. ho 058 3-0 Rote eh 40 %/p 


Es soll jedoch nicht unerwahnt bleiben, da nach anderen Methoden (Hydro- 
lyse, Dichtemessung, Feuchtigkeitssorption, Deuteriumaustausch) vielfach erheb- 
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lich andere Werte erhalten werden, doch ist die Zuverlissigkeit der iibrigen 
Methoden wohl noch geringer als jene der Messung des diffus gestreuten Réntgen- 
lichtes. So finden beispielsweise Philipp, Nelson und Ziifle [66] (vgl. auch die 
Versuche von Goldfinger, Mark und Siggia, Conrad, Scroggie u. a.) auf 
Grund von Hydrolysegeschwindigkeitsmessungen an Ramie und Baumwolle 78 bis 














Abb. 8. Modell der aufgeblitterten Micelle nach Hermans 
(Lage der Celluloseketten symbolhaft angedeutet). 


83% und in Kunstseide 60—70% kristallinen Anteil. Aus neueren Hydrolysever- 
suchen (Ward) wird der kristalline Anteil der Baumwolle zu 85—90% gefunden. 


Die Bildung von Micelle und Faden aus Celluloselésungen 


Die Bildung von Hydratcellulose aus einer Liésung [62, 67], von der wir an- 
nehmen miissen, daf in ihr weitgehend einzelne Ketten existieren*, umfaft zugleich 
den Wechsel der Léslichkeit durch die Verringerung der Solvatation der OH-Grup- 
pen der Cellulose, welche mit analogen Gruppen Bindungen eingehen [68]. Sind 
géniigend Bindungen zwischen den Ketten wieder hergestellt, erstarrt die Lésung zu 
einem Gel, wobei die Solvatation noch weiter zuriickgeht. Nach der Synirese wird 
erst der Hauptteil der Bindungen ausgebildet und die Kristallite formieren sich. Der 
Vorgang ist erst mit dem Regenerieren bzw. Trocknen abgeschlossen. 

Nimmt man die Ausfallung unter gleichzeitiger Einwirkung eines starken 
Zuges auf die halbkoagulierte Masse vor, wie es beim’ Streckspinnprozef geschieht, 
so sind die Micellen orientiert. Es werden offenbar zunachst jene Teile der Ketten 
koaguliert, die mit dem Fallungsreagens in Beriihrung kommen. Zieht man nun so 
ein koaguliertes Teilchen aus, so zieht man damit die noch vom Lésungsmittel um- 
gebenen Teile der Kette samt angrenzenden Ketten nach und erhilt so einen orien- 
tierten Faden, in welchem die Orientierung auf ahnliche Weise entsteht wie in einem 
Wollkammzug. Lagerung und Gréfe der Kristallite hangen von den Bedingungen | 
ab, unter denen die Celluloseketten desolvatisiert werden. In eigenen Versuchen 


1 Wenn wir als Beispiel Viskose betrachten, so besteht nach Schramek junge 
Viskose aus Einzelmolekiilen oder stark gefransten Micellen (vgl. dazu: Kratky, O., 
Kolloid. Z. 96, 301 (1941), daneben finden sich. noch micellartige Bruchstiicke 
und Einzelmicellen. Nach Kleinert sind in der Viskose noch ungeléste., hochmole- 
kulare Gelkliimpchen. Im Gegensatz dazu und zu Staudinger nimmt Lieser 
in allen verdiinnten Lésungen nur Micellen an. Durch Messen der Verdiinnungs- 
warme von Viskose kommen auch Lauer, Wilde und Dobberstein (Kolloid. 
Z. 112 16 (1949) zu der Annahme, daf auch in sehr verdiinnten Viskosen bis herab 
zu 0.08% Molekiilaggregate und nicht Einzelmolekiile vorliegen. In der technischen 
Viskose liegen mehr oder minder willkiirliche Bruchstiicke aus der Faser vor. 
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wiesen sehr scharfe Interferenzen im Rontgendiagramm an freiwilligen Koagulaten 
von Viskose auf besonders gute (isotrope) Micellausbildung hin. Es liefern somit 
auch in diesem Falle in Analogie zur Kristallisation niedermolekularer Substanzen 
die langsamsten und ungestértesten Desolvatationsvorgiinge die bestausgebildet- 
sten Kristalle [58]. 

Das Zusammentreten von Ketten zu gittermafig geordneten Bereichen erfolgt 
an irgendeiner Stelle zwischen zwei Ketten auf Grund der Brownschen Bewegung. 
Dadurch sind die benachbarten Teile dieser Ketten an einem weiten Auseinander- 
gehen verhindert und die Wahrscheinlichkeit zur Bildung weiterer Bindungen ist 
nun sehr grof. So schnappt, wie bei einem Reifiverschluf, eine Bindung nach der 
anderen ein, wobei gleichzeitig zur Energieverminderung eine Streckung statifindet. 
Durch diesen Prozef wird in der nachsten Umgebung, durch die die zusammen- 
tretenden Ketten gehen, eine Anderung, sei es in Form von Verschiebungen oder 
eines Nachziehens von Ketten, verursacht. Unkristallisierte Teile werden zum Kristal- 
lisationspunkt so herangezogen und die nun zunehmende Ordnung um den sich 
bildenden Kristalliten erhéht die Wahrscheinlichkeit, da® weitere Kristallkeime in 
dieser Zone sich bilden und daf diese eine zum ersten Kristallit ahnliche Lage ein- 
nehmen (Ordnung in kleinsten Bereichen [Kratky]|). Der Vorgang la&t sich modell- 
mafig mit einem hin- und hergehenden Kamm vergleichen. Nach beiden Rich- 
iungen hin wird die Kammbewegung jedoch bald durch eine zunehmende unzerriitt- 
bare Verfilzung gehemmt. Eine Kristallisation nach diesem Mechanismus schafft 
somit einerseits Ordnung in einem kleinen Bereich, andererseits eine starkere Des- 
orientierung an den Enden der Kristallite (Fransen), die sich riéumlich sogar weiter 
ausdehnt als die Zone der Ordnung. Dadurch werden benachbarte Kristallite an 
einem weiteren Lingenwachstum verhindert. Somit wire es verstandlich, daf alle 
Kristallite ahnliche GréRe besitzen. Es kommt so schlieflich zur Ausbildung eines 
micellaren Netzes (Abb. 3), welches, sofern keine richtenden Krafte auftreten, un- 
orientiert ist. Vorsichtig koagulierte Faden, wie sie von Hermans dargestellt wur- 
den (Hermans-Faden), sind isotrop. Zermahlen nach Trocknen iiber P2O; liefert 
irregulare Bruchstiicke. Das gleiche experimentelle Ergebnis wurde auch bei eigenen 
Versuchen nach der Methode von Treitel (Zerstofen in fliissiger Luft) erhalten. 


Die Bildung der Cellulose 


Es kann als bekannt vorausgesetzt werden, daft die pflanzliche Zellwand 
einen Cellulosemantel bildet und daf auch dieser Teil der Zelle, vornehmlich 
im Jugendstadium, ein lebendiges kompliziertes Gebilde darstellt, das von 
plasmatischen Elementen durchdrungen ist. An der Spitze der Wurzelhaare 
diirfte nach Frey-Wyssling die Zellwandtextur vollstindig vom leben- 
den Plasma durchflutet sein. Wir miissen annehmen, daf die Cellulose 
letzten Endes ein Produkt des Protoplasmas ist, gleichgiiltig, ob man die 
Bildung aus einer Primarsubstanz (Primarwachs bzw. Primirpektin [69]), 
aus Celluloseteilchen oder ,.Keimen“ (Wergin [70], Farr [71], Wiesner 
[72]) oder aus interzellularer Substanz, wandstandiger Protoplasmaansamm- 
lung etc. annimmt. Auch die Wielersche Theorie [73], nach der die Cellu- 
lose als chemischer Niederschlag zweier reagierender Lésungen aufgefalit 
wird, sieht im Plasma den Ursprung. Auch fiir das Wachstum der Sporen- 
haute, die nicht in Kontakt mit dem Plasma stehen, laft sich eine Er- 
klarung geben, die nicht im Widerspruch zur Auffassung steht, daf fiir die 
Cellulosebildung das Protoplasma verantwortlich ist [73]. 

Grundstoff der Synthese bilden zweifelsohne die Assimilate. Uber den 
Verlauf der Photosynthese vgl. die Theorien von Baeyer, Willstatter 
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und Stoll sowie Ruben und Mitarbeiter [73a]. Ein Teil der Glucose, das 
erste direkt in der Zelle nachweisbare Assimilationsprodukt, geht in unlés- 
liche Starke iiber, ein anderer Teil bildet Disaccharide. Die Saccharose bzw. 
die diastatischen Umwandlungsprodukte der Starke werden als Siebréhren- 
saft gemaf? der Miinchschen Druckstromtheorie stammabwirts gepreft. 
Dabei wird ein Teil (z. B. in den*lebenden Zellen des Kambiums) in die 
osmotisch unwirksame Cellulose umgewandelt [74], ein anderer Teil als 
Reservestoff (Starke, Zucker, Inulin, Hemicellulose, mitunter auch Cellulose 
selbst) gespeichert. Werden letztere beim Wachstumsprozef zur Neubildung 
von Zellbestandteilen gebraucht, so werden diese durch geeignete Fermente 
mobilisiert. In Ubereinstimmung damit stehen Beobachtungen an Baumwolle 
zur Zeit des Streckwachstums (Compton u. Haven), wo der Gehalt an 
reduzierenden Zuckern ein Maximum ist. Nach Wergin erfolgt der .,.Ma- 
terialtransport” zum wachsenden Baumwollhaar aus dem Innern der Epi- 
dermiszellen in Form eines vermutlich wachsartigen Kérpers. Nach Farr 
geschieht die Ernahrung der sich entwickelnden Faser durch den ,,boll sap”. 


Im scharfen Gegensatz dazu steht die Annahme von Ruben [73b], wonach die 
Photosynthese iiber Karbonsiuren direkt zu hochpolymeren Produkten fiihrt. Ein- 
fache Zucker sind im Lichte dieser Theorie eher Abbauprodukte als Vorlaufer von 
Starke und Cellulose. Bois und Chubb konnten in der Tat in vitro Starke enzy- 
matisch in einfache Zucker umwandeln. Und sdhlieflich konnte Baly an einem 
Nickelkatalysator Kohlensiure photosynthetisch direkt zu einem starkeahnlichen 
Produkt polymerisieren. 


Es ist sehr wahrscheinlich, daf bei der Cellulosebildung ein Ferment- 
apparat mitspielt bzw. daf es sich um ein ganzes System von Katalysatoren 
und Aktivatoren handelt [75]. So wird nach Frey-Wyssling [76] beim 
Flachenwachstum der Primarwande das Fibrillenflechtwerk lokal gelockert, 
vermutlich durch Auflésung (Verdauung?) einzelner Strange, so daft sich 
die Maschen der Textur ausweiten, worauf dann wieder neue Grundfibrillen 
eingezogen werden. Nach Wergin [77] diirfte die Tatigkeit des Fermentes 
an die Zellstruktur gebunden sein. Als solche kame die Zellwand und die 
mit dieser eng verbundene Plasmagrenzschicht in Frage. 

Anhaltspunkte fiir den Entstehungsmechanismus der Cellulose liefern 
Wachstumsbeobachtungen. Das Wachstum beruht auf Zellteilung und Zell- 
streckung, wobei es unbestimmt ist, welcher Vorgang als der primare anzu- 
sprechen. ist, d. h. ob sich die Zelle teilt, weil sie ihr Streckungsmaximum 
erreicht hat oder ob sie sich streckt, damit die durch Teilung entstandenen 
Tochterzellen wieder das urspriingliche Maf der Mutterzellen erreichen. 
Bei einigen Zellen ist damit das Wachstum beendet; bei den meisten Zellen 
aber folgt noch ein Dickenwachstum. Es bildet sich eine weitere Wandschicht, 
die Sekundarwand, die die Hauptlagerstitte pflanzlicher Cellulose, die in 
Lamellen parallel texturierte Mikrofibrillen angelegt wird, darstellt. 
Manche Zellwiande erleiden bekanntlich noch weitergehende Veranderungen 
durch Einlagerung anderer Stoffe oder durch chemische Umwandlung der 
Membranstoffe. Dahin gehéren Verholzung (Lignisierung; das Lignin durch- 
setzt netzwerkartig die Membran), Kutinisierung und Verkorkung, Fin- 
lagerung von Kieselsiure und Kalkablagerungen. 

Die eigentliche Bildung der Cellulose ist unklar [3, 78] um so mehr, als 
sich die Cellulosefiidchen sehr schnell ausbilden, so daf praktisch keine 
Zwischenstufen beobachtbar sind. So kann z. B. ein Zellwachstum von 0,3 
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bis 7 « pro Minute beobachtet werden; dabei verdreifacht sich der Cellulose- 
gehalt bei einer Zellstreckung um ~ 130% [79]. 

Wenngleich eine Reihe von Zwischenprodukten namhaft gemacht wurden, 
so scheint deren Existenz keineswegs gesichert. Ziegenspeck [80] will 
einen Zwischenkérper, das ,Amyloid“, beobachtet haben, Liidtke [81| 
spricht von Intercellulosen und Hess und Engel [69] bringen Primarpektin 
und Primirwachs, die zu Anfang der Wandentwicklung erscheinen, in 
engem Zusammenhang mit der weiteren Wandentwicklung. SchlieBlich be- 
obachtete Farr [71] im Cytoplasma der Baumwolle Cellulosekeime (ellip- 
soidal particle) von der Gréfe 1 X 1,5 uw, die sich in einem spiiteren Stadium 
kettenférmig aneinanderlagern und schlieflich zu Fibrillen verschmelzen 
sollen (siehe Abb.9). Obleich diese 
Beobachtungsergebnisse eine qua- 
litative Ahnlichkeit mit der Der- 
matosomentheorie Wiesners 
[72], mit den ,.Supermicells* von 
Thiessen [82] und mit den Cel- 
luloseteilchen von Liidtke, Hess, 
Wergin und Kerr [83] besitzen, 
sind sie im Spiegel anderer Cellu- 
lose- und Zellwanddimensionen 
einer ablehnenden Kritik begeg- 
net. Man nimmt an, dafi es sich 
hier teils um eine Verwechslung 
mit Plastiden, teils um _ Inter- 
ferenzerscheinungen handelt. An- 
dererseits ist in letzter Zeit immer 
haufiger bei Faserproteinen die 
Feststellung gemacht worden, da diese durch kettenférmige Aneinander- 
lagerung globularer Teilchen und Verschmelzung solcher perlschnurartiger 
Gebilde entstehen. Inwieweit ein solches Bauprinzip der Natur auch im 
Falle der Cellulose gelten kénnte, kann derzeit nicht entschieden werden. 

Von der Schnelligkeit der Celluloseausbildung berichtet Ambronn [84 
bei Beobachtungen an Cobaea scandes. Es zeigte sich, daft sich zunichst 
eine Verdickung des wandstandigen Protoplasmas zu breiten Spirogyra- 
Chloroplastenartigen Bandern ausbildet. Aus dieser Plasmaansammlung 
geht ganz plétzlich der dichte Kniauel des Fadens hervor. ,,.Vor der Aus- 
bildung der Faden erweist sich der Zellinhalt als optisch isotrop. Man kann 
deshalb beobachten, wie ohne vermittelnde Zwischenstufe plétzlich im Innern 
der Zelle die stark doppelbrechenden Faden vorhanden sind, gerade, als 
wenn sie durch einen rasch verlaufenden Kristallisationsvorgang entstanden 
waren.” Auch andere Beobachtungen lassen auf eine fast ruckweise Aus- 
bildung schlieBen. 

Aus neueren Arbeiten sei die Beobachtung von Frey-Wyssling und 
Miihlethaler [48,85] referiert, die bei Bakteriencellulose auf Grund 
tibermikroskopischer Aufnahmen zu dem Schluf& kommen, daf die Cellu- 
losestrange aus einem elektronenoptisch amorphen, extrazelluliren Schleim 
entstehen. Es liegt hier der Fall vor, dai die Glucose der Nihrliésung vom 
Bakterium extrazellular zu Cellulose polymerisiert wird. Interessant ist in 
diesem Zusammenhang, daf auch die sublichtmikroskopischen Strange der 
Bakteriencellulose in derselben Dicke wie die Mikrofibrillen (200—300 A) 





Abb. 9. Cellulosekeime nach W. K. Farr, 
beobachtet im Cytoplasma. 
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sich ausbilden. Daf die Bakteriencellulose direkt aus der Nahrlésung von 
Glucose gebildet wird, geht auch aus Angaben von Farr [86] und Hib- 
bart [87] hervor. 

Wesentlich komplizierter und uniibersichtlicher sind die Vorgiinge in den 
Zellwianden, wo die Glucosemolekiile direkt in die wachsende Fibrille ein- 
gebaut werden (Frey-Wyssling). Nach Frey-Wyssling erfolgt Poly- 
merisation und Kristallisation nicht getrennt, sondern weitgehend gleich- 
zeitig [76]. Hess, Trogus und Wergin sowie Sisson und Clark be- 
schreiben jedoch die Beobachtungen an jungen Baumwollhaaren dahin- 
gehend, dafi primar ein amorphes Gel entsteht, woraus sich langsam ein 
geordnetes, micellares Kettengitier ausbildet. Auch Versuche von Ander- 
son, Kerr und Berkley an Baumwolle bei konstanter Belichtung er- 
gaben Fasern, die weder Wachstumsringe noch kristalline Anteile im 
Réntgendiagramm zeigten, so daft derartige Cellulose als amorph angesehen 
werden muf [88]. Erst durch Strecken wird die Faser kristallin (inwiefern 
die Cellulose nun z. B. durch Gitterstérung durch Pektin [89], durch Hy- 
dratationswasser [90| etc. gitterungeordnet ist oder aus Strangen mit zu 
wenig Micellen besteht [91] oder die Cellulose maskiert wird [92], kann an 
dieser Stelle nicht naher untersucht. werden). 


Farr schreibt in neueren Arbeiten [86]: Die Bildung der Cellulose bei Hali- 
cystis erfolgt in den Chloroplasten, in denen auch die Bildung der Starke vor sich 
geht. Man beobachtet ein fliissiges Stadium, ein gelahnliches Stadium und ein festes 
Stadium (Bildung von ,,Celluloseringen“ in den Plastiden). Hierauf zerplatzt die 
Plastidenmembran, die Celluloseteilchen gehen in das Cytoplasma und werden mit 
ihren Uberziigen von Plastiden- und Cytoplasmasubstanz in die Wand abgelagert 
(aus den ,,Uberziigen“ soll méglicherweise die ,,.Fremdhaut™ entstehen). Bei der 
Baumwolle erfolgt die Bildung ahnlich aus farblosen Plastiden. Die beobachtbaren 
Cellulosepartikel (vgl. Abb. 9) sollen identisch sein mit den Mikrosomen von Stras- 
burger und den Dermatosomen von Wiesner. 

Eine abweichende Bildung wird bei der Alge Valonia gefunden: Die Fasern 
sind im reifen Zustand dicht zusammengerollt innerhalb der Plastidenmembran. 
Nach dem Zerplatzen wird der zusammengerollte Cellulosefaden lose und gestreckt. 
In diesem Stadium ist auch ein Zerfall in Cellulosepartikel méglich. Nach dem Auf- 
rollen erfolgt der Einbau in die Zellwand. 


Wie schon betont, lassen sich gegen letztere Beobachtungen und Folge- 
rungen eine Reihe von Einwanden erheben. Es ist heute aber noch un- 
méglich, zwischen den verschiedenen, zum Grofteil véllig widersprechen- 
den Auffassungen iiber den Bildungsort (Zellwand, Cytoplasma oder Pla- 
stiden) und dem Bildungsmechanismus bzw. den dabei auftretenden Zwi- 
schenstufen (Cellulosekeime, Amyloid, Intercellulosen, Primarpektin usw.) 
zu entscheiden, da wir praktisch so gut wie keine gesicherten Kenntnisse 
iiber den chemischen Mechanismus der Phytosynthese der Cellulose be- 
sitzen. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist der Bildungsvorgang enzymati- 
scher Natur. 
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Bei zahlreichen Anthocyan fiihrenden Pflanzen kommt neben dem im 
Zellsaft gelésten Farbstoff noch ausgefilltes Anthocyan in Form von Tropfen 
oder als feste Masse in den Zellen vor. Molisch (1905) und Gertz (1914) 
haben die weite Verbreitung dieses festen Anthocyans. sei es als Kristalle 
oder als feste Masse, in der Pflanzenwelt nachgewiesen. Als besonders giin- 
stiges Objekt zur Beobachtung von festen Farbstoffausfallungen fiihri 
Molisch die roten Bliitenblatter des Scharlachpelargoniums — Pelargonium 
zonale — an, die er, wie folgt, beschreibt (1905, S. 150, Taf. VI, ‘Abb. 3): 
«Das Epithel der Korollen besteht aus typischen Papillenzellen, welche 
reichlich Anthocyan gelést enthalten. Am Rande des Korollblattes, zumal 
am oberen Ende, finden sich in zahlreichen, oft Hunderten von Zellen neben 
dem gelésten roten Farbstoff auch runde Anthocyanballen, welche nicht 
selten eine kristallinische Struktur erkennen lassen. Sie erreichen oft */, bis 
*/, der Zellbreite, besitzen eine tief karminrote, fast schwarzvioletie Farbe 
und die Form einer Kugel oder eines unregelmaffigen Kornes. Sie treten 
gewohnlich in der Ein-, seltener in der Zwei- oder Mehrzahl auf. Mehrere 
kleine Kugeln kénnen sich aneinanderlegen und spater zu einem traubigen 
oder kugelférmigen Kiérper verschmelzen. Eigenartig ist die kristallinische 
Struktur, die man an einzelnen Ballen, namentlich bei starkerer Ver- 
gréRerung beobachten kann. Der Anthocyankérper gibt sich dann als ein 
Sphirit mit trichitischem Aufbau zu erkennen, am Rande der Kugel ragen 
die haarartigen Kristalle als feine Nadeln heraus, so daf sich ein solcher 
Spharit wie ein ungemein feinstacheliger Seeigel ausnimmt.* 

Ich fand solche Anthocyanballen vornehmlich in den Zellen der unteren 
Epidermis der Bliitenblatter von Pelargonium zonale Meteor, und zwar be- 
sonders reichlich am oberen Blatirand und am Blatigrund. Die Stellen des 
Korollblattes mit besonders starken Farbstoffausfallungen waren schon 
makroskopisch an ihrer blauvioletten Farbung leicht kenntlich. Daft es sich 
bei diesen Anthocyanausfallungen im Zellsaft nicht um eine Alterserschei- 
nung wie z. B. bei Iris Reichenbachii (Bancher 1941) handeln kann, geht 
daraus hervor, da® schon die Bliitenbliittchen in der noch geschlossenen 
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Knospe zahlreiche Anthocyanballen zeigen, die sie, besonders am Blattrand 
und -grund, dunkel violett erscheinen lassen. 

Molisch (1905) erwiagt, ob es sich bei diesen Ausfallungen wirklich um 
reines Anthocyan handelt, das mit dem in der Zelle gelésten, abgesehen 
von seinem Aggregatzustand, voéllig iibereinstimmt, oder ob diese nicht 
irgendeine Verbindung des Farbstoffes darstellen. Es kénnte sich dabei auch 
um eine Bindung von Anthocyan an einen Grundkoérper handeln, wie bei 
den von Lippmaa (1926) und Molisch (1928) beschriebenen Anthocyano- 
phoren von Erythraea und Gunnera. Lippmaa (1926) fand in den Zellen 
verschiedener Erythraea-Arten bestimmt geformte Kérper, die allein das in 
der Zelle vorkommende Anthocyan enthielten und die er Anthocyanophore 
nannte. Das unterschiedliche Verhalten des Erythraea-Anthocyans im Ver- 
gleich zu normal in der Zelle geléstem Rosa-Anthocyan beim Erhitzen und 
felgenden Extrahieren mit Salzsiure laRt ihn vermuten, daf hier der 
Farbstoff an eine andere Substanz gebunden ist, die in der Vakuole vor- 
kommt. Er nimmt an, daff in der Vakuole Schleim gebildet wird und sich 
dieser Schleimballen dann nach und nach mit dem entstehenden Anthocyan 
anfarbt. Spiter wurden diese Erythraea-Anthocyanophore von Weber 
(1937) eingehender untersucht, der feststellte, daf es sich um optisch 
anisotrope, doppelbrechende Kérper handelit. Auch Molisch (1928) be- 
schreibt Anthocyanophore in der Fruchtoberhaut von Gunnera chilensis, die 
sich in heiffem Wasser lésen, sich in Alkohol zwar entfarben, aber unléslich 
sind. Gleiches Verhalten zeigen sie in Ather. Beim Druck auf das Deckglas 
zerfallen sie in eine kérnige oder splittrige Masse. Mit Eisenchlorid farben 
sie sich tiefschwarzblau, mit Kaliumbichromat hingegen tief braun. Er nimmt 
auf Grund dieser Eigenschaften an, daf es sich um einen Gerbstoffkérper 
handelt, der sich durch das aus dem Zellsaft aufgenommene Anthocyan rot 
anfarbt. 

Um nun die festen Anthocyanmassen bei Pelargonium zonale naher zu 
untersuchen, vor allem um ihre physikalische und chemische Natur zu kliren, 
wurden mikrurgische und mikrochemische Versuche angestellt. 


A. Mikrurgische Untersuchungen 


Fiir die mikrurgischen Untersuchungen mit dem Mikromanipulator wurden 
die Bliitenblatter wie folgt vorbereitet: ein Stiick eines Bliitenblattes wurde 
plasmolysiert und, um an die lebenden Protoplaste heranzukommen, nach 
dem Verfahren von Kiister (1910) mit der Rasierklinge zerteilt. Dabei 
werden viele Protoplaste in den plasmolysierten Zellen von der Rasier- 
klinge getroffen und zerstért, andere aber bleiben in der gedffneten Zelle 
unversehri liegen. Jetzt kann man mit der Mikronadel leicht an die Proto- 
plaste heran, ohne erst die Zellwand durchstechen zu miissen. Eine genaue 
Beschreibung dieses Vorganges so wie der Adjustierung des fertigen Pra- 
parates im Mikromanipulator findet sich bei Hofmeister (1940). Ich 
méchte Herrn Doz. Hofmeister fiir die Einfiihrung in dieses Arbeitsgebiet 
herzlich danken. 

Nun zu den Versuchen selbst. Zunachst wurden Koroliblatter untersucht, 
die in 1,5 mol Traubenzucker plasmolysiert waren. Ich versuchte, eine Kugel 
aus einer angeschnittenen Zelle herauszuholen. Diese wich der Nadel 
zunachst aus wie ein Gummiball und blieb nicht an ihr haften wie z. B. das 
Koagulum der toten Zellen (Plasma, Zellkern). Dem Versuch, die Kugel mit 
der Nadel aufzuspiefen, setzte diese zunachst grofen Widerstand entgegen. 
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Sie wurde in der Zellecke gegen die Wand gedriickt. Obwohl die Zellwand 
bereits stark ausgebuchtet war, konnte die Nadelspitze nicht in die Kugel 
eindringen. Als es schlieflich doch gelang, die Kugel anzustechen, zerbrach 


diese sofort in  mehrere 
Stiicke, wobei nicht die ge- 
ringste Farbstoffmenge aus- 
trat. Die Teilstiicke ver- 
einigten sich nicht mehr und 
blieben nebeneinander in 
der Zelle liegen (Abb. 1 a—c). 
Auch in den durch das Auf- 
schneiden des Bliitenblattes 
mechanisch verletzten Zel- 
len lagen haufig Triimmer 
von zerstérten Kugeln, ohne 
sich wieder zu vereinigen. 
Gleiches Verhalten zeigte 
die tiberwiegende Mehrzahl 
der Farbstoffkugeln in den 
Zellen des Blattrandes. In 
einer angeschnittenen Zelle 
fand sich eine Kugel mit 
feinstrahligem, hell violet- 
tem Hof, der beim An- 
stechen der Kugel _ ver- 
schwand. Auch hier war 
nicht die geringste Spur von 
austretendem Farbstoff zu 
sehen. Die Kugel benahm 
sich wie die iibrigen, nur 
lieR sie sich zuniachst an- 
stechen, ohne sofort zu zer- 
brechen. Nach dem Heraus- 
ziehen der Nadel blieb ein 
Stichkanal zuriick; beim 
nochmaligen tieferen FEin- 
stechen der Nadel in die Ku- 
gel zerbrach aber auch diese 
entlang des Stichkanals in 
mehrere Stiicke. Bei weite- 
ren Versuchen zeigte es sich, 
daf der zarte, rotviolette 
Hof um die Kugel das koa- 
gulierte, vom in der Zelle 
gelésten Anthocyan ange- 
farbte Protoplasma dar- 
stellt. 

















Abb. 1. Pelargonium zonale, Zellen aus dem 

Bliitenblatt. Die roten Anthocyankugeln lassen 

sich zunddhst nicht anstechen (a), beim Einstechen 

der Nadel zerbrechen sie sofort in mehrere Teil- 
stiicke (b und c). 


Auch in den langgestreckien Zellen am Bliitenblattrand finden sich 
Anthocyankugeln. Sie scheinen etwas weniger spréde als die der iibrigen 
Bliitenblattzellen. Man kann sie mit der Nadel in der Zellecke noch etwas 
zusammendriicken; sie waren mit einem gerade noch knetbaren Brotteig zu 
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vergleichen. Auch das Aufspiefen dieser Kugeln gelingt leichter. Sie lassen 
sich dann mit der Nadel in der Zelle herumschmieren und zerbrechen nicht 
unmittelbar nach dem Anstechen. In den mechanisch verletzten Zellen des 
Blattgrundes liegen keine Triimmer von zerbrochenen Kugeln, diese sind 
nur etwas deformiert. 

Auffer den in Traubenzucker plasmolysierten Korollblattern wurden 
auch solche untersucht, die in 1,0 mol KCl eingelegt waren. Auch hier gelingt 
das Aufspiefen der Kugeln nur sehr schwer. Nach dem Aufspieffen und 
weiteren Einstechen der Nadel zerbrechen sie sofort in zackige Bruchstiicke. 
Trotz dieser Eigenschaften hat man aber den Eindruck, daft das Material 
nicht nur spréde, sondern auch ziéh ist. 

Schlieflich wurden auch Bliitenblatter verwendet, die nicht sediiaiabasi 
waren. Sie wurden in Wasser untersucht. Beim Anstechen kugelloser 
Zellen tritt der in der Zelle homogene Vakuoleninhalt aus und entmischt 
sich zu einer rosa Fliissigkeit und zahlreichen roten Trépfchen. Je dunkler 
gefarbt die Vakuole erscheint, um so mehr Entmischungstrépfchen entstehen 
beim Austritt des Zellsaftes aus der Zelle. Wird eine dunkle, kugellose Zelle 
angestochen und die Nadel nicht sofort wieder herausgezogen, so entstehen 
die kleinen Entmischungstrépfchen schon im Innern der Vakuole entlang 
der Nadel, und zwar vornehmlich an der Nadelspitze. Hellere Zellen geben 
nur sehr wenig Entmischungstriépfchen, Zellen mit Anthocyankugeln geben 
sie fast nie (nur in einem einzigen Fall konnte ich eine ganz schwache Ent- 
mischung des Vakuoleninhaltes beim Austritt aus der Zelle fesistellen). Es 
ware nun denkbar, daft bei der Fallung der Anthocyankérper die gleichen 
Komponenten mafgeblich beteiligt sind, die bei den kugellosen Zellen die 
Entmischungstrépfchen bilden. Demnach wiirden die Zellen mit Anthocyan- 
kérpern die Entmischung des Zellsaftes beim Austritt aus der Zelle nicht 
mehr geben kénnen, weil diese schon im Innern der Vakuole bei der Bildung 
der dunkelroten festen Anthocyankérper stattgefunden hat! 

Um die chemische Beschaffenheit der Anthocyankugeln zu untersuchen 
und vor allem um festzustellen, ob es sich hier um reines Anthocyan oder 
aber um Anthocyanophore wie bei Erythraea und Gunnera handelt, wurden 
verschiedene mikrochemische Versuche angesiellt. 


B. Mikrochemische Untersuchungen 


Zunichst wurden die Anthocyankérper auf ihre Léslichkeit in verschie- 
denen Reagenzien untersucht. 

Alkohol 96%. Im Alkohol verblassen die Zellen des Bliitenblattes, die 
roten Kérper jedoch bleiben ungelést und in ihrer Farbe unverandert in den 
Zellen liegen. Hier tritt nun, wie auch schon Molisch (1905) beobachtete, 
die trichitische Struktur vieler Kugeln pragnant hervor. In vielen Fallen, 
besonders dort, wo die Kugeln direkt unter der Papille liegen, tauschen 
aber die Ansatzfalten der Papille oft eine trichitische Struktur vor. Nach 
langerem Verweilen im absoluten Alkohol (24 Stunden) treten in den 
Bliitenblattern die auch bereits von Molisch (1905) beschriebenen, meist 
dunkelrot gefarbten Kristallaggregate auf, die zuniachst leicht fiir Antho- 
cyankristalle gehalten werden kénnten (Abb. 2). Es sind aber meist auch 
gleichgeformte, ungefarbte Kristallaggregate vorhanden, aus denen zu er- 
sehen ist, daf es sich wohl um eine andere ungefarbte Substanz handeln 
mu, die im Alkohol im Bliitenblatt ausfallt, dabei Anthocyan aus den 
Zellen aufnimmt und sich damit rot anfarbt. Auch nach einer Woche Ver- 
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weilen in Alkohol sind die roten Anthocyankugeln in den Zellen noch un- 
verandert erhalten. Bei einem Bliitenblatt hingegen, das ungefahr 8 Wochen 
in 96%igem Alkohol gelegen war, fand sich keine Spur der roten Kugeln 
mehr. Auch eventuell vorhandene farblose Grundkérper konnten nicht 
nachgewiesen werden. 

Azeton: Im Azeton verfarbt sich das rote Bliitenblatt zunachst nach 
violett, um nach langerem Verweilen in der Lésung ganzlich auszublassen. 
Die roten Kugeln bleiben zuniachst unverandert bestehen, spater lésen sie 
sich vielfach in mehrere kleinere Kugeln auf, die dann ketten- oder trauben- 
formig in den Zellen liegen. In einzelnen Zellen lésen sie sich sogar in 
viele winzige kleine Kiigelchen auf, die in der ganzen Zelle verstreut liegen. 

Benzol: Auch in Benzol 
blassen die Bliitenblatter aus 
(der Vorgang geht aber viel 
langsamer vor sich als in Al- 
kohol und Azeton), wiahrend 
die schwarzroten Kugeln un- 
gelést in den Zellen zuriick- 
bleiben. Auferdem entstehen 
in den Zellen zahlreiche stark 
lichtbrechende Trépfchen. 

Ather: Die Bliitenblatter 
werden im Ather zuniachst vio- 
lett, dann farblos. Die roten 
Kugeln bleiben unverindert 
in den Zellen liegen. 

Chloroform: Die Bliiten- 
blatter entfarbten sich, die ro- 
ten Kugeln hingegen bleiben 
bestehen. Abb. 2. Pelargonium zonale, Bliitenblatt in 

Xylol: Auch hier Aus- 96%igem Alkohol. Anthocyankugeln bleiben 
blassen des Bliitenblattes. wih- Uverandert, daneben treten rot gefarbte 
rend die roten Kugeln unge- Kristallaggregate auf. 
lést zuriickbleiben. 

n/10 NH,: In NH, verfarben sich die Zellen zunadchst nach blau, um 
dann ganzlich auszublassen. Die Kugeln werden gréfer und bekommen 
eine unscharfe Kontur. An den dunklen Kugeln, die fast schwarz erschei- 
nen, konnte kein Farbumschlag beobachtet werden. In einzelnen Zellen, 
besonders in den Randpartien des Bliitenblattes, zerfallen die Kugeln in 
viele kleinere. Viele Kugeln erwecken den Anschein, als ob im Inneren ein 
roter Kern ware, um den herum eine blauviolette Hiille liegt, wobei aber 
keine deutliche Grenze zwischen beiden zu sehen ist. 

Konz. NH,: Wird ein Bliitenblatt iiber den Hals einer Ammoniak- 
flasche gelegt, tritt zunachst Umfarbung des Zellsaftes nach Blau ein, spater 
entfarbt sich das Blatt vollstaindig, auch die schwarzroten Kugeln ver- 
schwinden. 

Verd. NaOH: Das Bliitenblatt wird von aufen nach innen zunachst 
blau, dann griin, um dann véllig auszublassen. In den blauen Zellen ent- 
stehen aus den roten Kugeln, die sich nach Blau umfarben, zahlreiche kleine 
Kiigelchen, die sich aber bald auflésen. In den griinen und farblosen Zellen 
ist von den Kugeln nichts mehr zu sehen. Um nun festzustellen, ob sich der 
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gesamte rote Kérper auflést oder sich eventuell nur unter Zuriicklassung 
eines farblosen Grundkérpers entfarbt, wurden die entfarbten Bliitenblat- 
ter in Methylenblau eingelegt. Die Membranen farben sich blau, in der 
Mitte der Zellen liegt ein kleiner blaugefarbter Kérper, der sich in der 
Seitenansicht der Zellen aber deutlich als das stark angefairbte Papillen- 
ende zu erkennen gibt. Fiarbeversuche mit Rutheniumrot brachten das 
gleiche Ergebnis. 

Oxalsaiure 3%: In Oxalsaure eingelegte Bliitenblatiter werden gelbrot, 
Die schwarzroten Kugeln bleiben unverandert. 

n/10 Essigsaure: Auch hier zerfallen haufig, ahnlich wie in verdiinn- 
tem NH,, die grofen Kugeln, vornehmlich in den Zellen der Randpartien, 
in zahlreiche kleinere, lésen sich aber nicht auf. Das Bliitenblatt wird gelb- 
rot, die Kugeln verandern ihre Farbe nicht. 

Bei einem Bliitenblatt, das durch zwei Tage in n/10 Essigsiure lag, war 
von den roten Kugeln nichts mehr zu sehen. Dieses Bliitenblatt wurde eine 
halbe Stunde lang in 1:10000 Neutralrot eingelegt. Nachher waren die 
Zellwande angefarbt, auch das Koagulum in jeder Zelle war rot angefarbt, 
und zwar farbte sich bei den meisten Zellen ein Teil davon besonders stark 
an, der in seiner Gréfe den roten Kugeln entsprach, aber ebensogut auch 
den Zellkern darstellen kénnte. 

Konz. Essigsaure: In Bliitenblattern, die eine halbe Stunde lang in 
konz. Essigsiure gelegen waren und deren Zellsaft hellrot ist, liegen noch 
immer die schwarzroten Kugeln. 

Konz. HNO,: In konz. Salpetersiure wird das Bliitenblatt gelbrot, die 
Saure selbst farbt sich rosa. Die schwarzroten Kugeln verschwinden, an 
ihrer Stelle bleiben dottergelbe Kérper zuriick. 

Tanninsaure: In 2%iger Tanninsdure verandern sich die schwarzroten 
Kugeln nicht. Beim Driicken auf das Deckglas werden sie breitgequetscht. 
Legt man nun so ein Bliitenblatt in HNO,, so zeigen die an Stelle der roten 
Korper zuriickbleibenden dottergelben Gebilde die gleichen breitgequetsch- 
ten Formen. 

Kochendes Wasser: Beim Kochen in Wasser liésen sich die roten 
Kugeln in den Zellen nicht auf, sie entfarben sich auch nicht. 

Kochender Alkohol: Auch beim Kochen in Alkohol bleiben die 
Kugeln in Form und Farbe unverandert erhalten. 

Kochende HCI: Werden Bliitenblatter in 20%iger HCl aufgekocht, 
so entfarben sie sich, die Lésung wird rot. Von den roten Kugeln ist nachher 
nichts mehr zu sehen. 

Vertrocknete Bliitenblatter: Auch vertrocknete, ausgeblafte 
Bliitenblatter wurden zu Versuchen verwendet. In den toten Zellen sind 
die schwarzroten Kérper noch immer vorhanden, nur zeigen sie jetzt keine 
schéne Kugelform mehr. Werden vertrocknete Bliitenblatter in HNO, ein- 
gelegt, so farbt sich zunachst durch das aus den Kugeln austretende Antho- 
cyan das Blatt grellrot, die roten Kérper entfarben sich und an ihrer Stelle 
bleiben dottergelbe bis braungelbe Gebilde in den Zellen zuriick, iiber denen 
haufig die bei den Alkoholmaterial-Versuchen noch niéher beschriebenen 
roten Kristalle liegen. In Alkohol eingebracht, bleiben die dottergelben 
Korper erhalten. 


Um die Vorgange in den Anthocyankérpern beim Einlegen in ver- 
schiedene Lésungen besser beobachten zu kénnen, wurde fiir die folgenden 
Versuche Alkoholmaterial verwendet. Im Alkohol wird das im lebenden 























Untersuchungen der festen Anthocyankérper 193 


Zustand leuchiend rote Bliitenblatt fast farblos, die schhwarzroten Arthocyan- 
kérper bleiben unverindert in den Zellen zuriick. 


Versuche mit Alkoholmaterial 


HNO, : Wird ein in Alkohol farblos gewordenes Bliitenblatt in konz. 
HNO, gebracht, farbt es sich sofort grellrot. Die Anthocyankugeln werden 
ebenso grellrot und verlieren an Volumen. Von aufen nach innen entfarbt 
sich dann allmahlich das Bliitenblatt. In den farblosen Randzellen des 
Schnittes liegen nun dottergelbe Gebilde an Stelle der schwarzroten Kugeln, 
die haufig ein strahliges Aussehen haben (Abb. 3 a). Nach einiger Zeit sieht 
man in den Zellen ein Biischel roter Kristallnadeln liegen, durch die der 
gelbe Koérper durchschimmert 
(Abb. 3b). Andere Zellen zei- 
gen wieder nur gelbe Kérper 
und keine roten Nadeln (Abb. 
3c). Wird ein so vorbehan- 
delies Bliitenblatt nun wieder 
in Alkohol gebracht, werden 
die roten Nadeln derber und 
mehr blaulichrot, wahrend die 
gelben Korper nun gréfer er- 
scheinen, manchmal fast die 
Zelle ausfiillen und braungelb 
sind. Bei zahlreichen Ver- 
suchen schien es, als ob knapp 
nach dem Gelbwerden der Kér- 
per um diese noch ein blau- 
violetter Saum wire. Erst nach Abb. 3. Pelargonium zonale, Bliitenblatt in 
langerem Verweilen in HNO,  konzentrierter Salpetersiure. Anthocyankugeln 
entstehen um die gelben Ku- werden zunachst strahlig (a), spater treten in 
geln kleine feine rote Nadel- vielen Zellen rote Nadelkristalle auf (b), 
kristalle, die sich in Alkohol ‘lieflich liegen im véllig entfarbten Bliiten- 
nicht lésen und ihre Farbe blatt gelbe Kérper (c). 
nicht verlieren. Die gleichen 
zarten, in Alkohol unléslichen Kristalle entstehen auch auRerhalb des Schnit- 
tes in dem eintrocknenden, aus dem Bliitenblatt ausgetretenen Farbstoff. 
Nach 12 Stunden Verweilen in HNO, ist das Bliitenblatt vollkommen farblos 
und von irgendwelchen Zellinhalten keine Spur mehr zu sehen. 

Millons Reagens: Wird Alkoholmaterial mit einem Tropfen Mil- 
lons Reagens versetzt, so bleichen die schwarzroten Kugeln aus, das aus- 
tretende Anthocyan verteilt sich iiber das Blatt und farbt dieses rot. In 
den Zellen bleiben etwas aufgequollene, lackrosa Kérper zuriick. Das im 
Bliitenblatt verteilte Anthocyan, das dem Blatt die rote Farbe verleiht, 
ist weder wasser- noch alkoholléslich und entfarbt sich nicht im Alkohol 
wie das in den lebenden Zellen geliéste Anthocyan. 





Auch an Glyzerinmaterial zeigten sich die gleichen Ergebnisse. 


NaOH 2n: In NaOH farben die sich auflésenden Kugeln die Zellen 
tiefblau, dann farbt sich der Schnitt griin, um spater farblos zu werden. 
Von den Kugeln ist jetzt keine Spur mehr zu sehen. 


Protoplasma, Bd. XL/1. 13 
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C. Zusammenfassung 


Die festen Anthocyanausfallungen im Bliitenblatt von Pelargonium 
zonale Meteor wurden auf ihre physikalischen und chemischen Eigen- 
schaften gepriift. 

Mit Hilfe des Mikromanipulators konnte festgestellt werden, da es 
sich um eine spréde, aber auch irgendwie zahe homogene Masse handelt, 
die der Nadel ausweicht und, einmal angestochen, in Teilstiicke mit zacki- 
gem Bruch zerfallt, wobei keine Spur von Farbstoff austritt. Zellsaft von 
kugellosen Zellen entmischt sich beim Austritt aus der Zelle, wihrend der 
Zellsaft kugelhaltiger Zellen diese Entmischung nicht gibt. 

Die Frage, ob das feste Anthocyan, abgesehen von seinem Aggregat- 
zustand, mit dem in der Zelle gelésten vollkommen iibereinstimmt, mu 
auf Grund der mikrochemischen Untersuchungen verneint werden. Das 
Anthocyan der schwarzroten Kugeln zeigt andere chemische Eigenschaften 
als das im Zellsaft geléste. 

Das Verhalten der Kugeln in HNO, und Millons Reagens lift annehmen. 
daf das Anthocyan hier an einen eiweifreichen Grundkérper gebunden ist. 
Man kénnte dann auch in diesem Falle wie bei Gunnera und Erythraea von 
Anthocyanophoren sprechen. 
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An zahlreichen Beispielen hat besonders Molisch (1905) nachgewiesen, 
da in lebenden Pflanzenzellen das Anihocyan sehr hiufig auch in mannig- 
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faltiger Weise kristallinisch oder amorph ausgefallt auftreten kann. Diese 
Ausfiallungen stellen entweder reines Anthecyan oder irgendeine Verbin- 
dung dieses Farbstoffes dar. Eine weitere Méglichkeit zeigte Lippmaa 
(1926) auf, als er in den Epidermiszellen der Bliitenkrone verschiedener 
Erythraea-Arten das Anthocyan an geformte Zellsaftinhaltskérper ge- 
bunden fand, die er ,,Anthocyanophore“ nannte. Diese Erythraea-Antho- 
cyanophore hat dann Weber (1937) als optisch anisotrope Kérper be- 
schrieben; er hat spiter aber auch gezeigt (1959), daf in anthocyanfreien 
Bliitenzellen von Erythraea (z. B. weife Bliiten) keine Anthocyanophore 
auftreten, womit die Annahme wohl berechtigt erscheint, da die Aus- 
bildung eines derartigen Inhaltskérpers durch das Anthocyan induziert 
wird. Auch Molisch (1928) gelang es, einen Anthocyanophor aufzufinden, 
und zwar in den Zellen der Fruchtoberhaut von Gunnera Chilensis. Eine 
Sondersiellung in Hinblick auf ihre Vakuole nehmen die Bliitenzellen der 
Borraginaceen ein, da hier eine gallertartige Verfestigung des Zellsaftes 
beobachtet wurde (Gicklhorn und Weber 1926), so dafi der Antho- 
cyanophor, an den das Anthocyan gebunden erscheint, gewissermaRen vom 
gesamten erstarrten Zellsaft gebildet wird (Naheres bei Weber 1934, 1936, 
Kiister 1935, 1939, Hofmeister 1940). Fiir die Bliitenblatter von Pelar- 
gonium zonale Meteor wurden in letzter Zeit von Toth (1950) die Antho- 
cyanballen naher untersucht. 

Molisch (1905) fand bei Delphinium elatum in den dunkelblauen 
Zellen der Bliiten meist strahlige, bei den mehr rétlich gefarbten, gegen 
die Basis zu liegenden Zellen dagegen fadige Anthocyanausfallungen. 
Er la8t dabei die Méglichkeit offen, ob es sich um kristallinische oder 
amorphe Ausscheidungen handelt, cbwohl er bei den strahligen Formen 
jedenfalls mehr zur Annahme einer kristallinen Struktur neigt. Tatsich- 
lich hat dann Scharinger (1936) fiir die strahligen ,,Anthocyankérper* 
von Delphinium cultorum Voss eine Doppelbrechung nachweisen und somit 
ihre kristalline Natur bestatigen kénnen. 

Eigene Untersuchungen an meinem Material (aus dem Wiener Bota- 
nischen Garten) zeigten nun in den Bliitenblattzellen von Delphinium cul- 
torum Voss neben den von Scharinger beschriebenen strahlig-fadigen, 
doppelbrechenden Anthocyankérpern und dem ,mehr oder weniger vo- 
luminésen Haufenwerk Anthocyan-gefirbter Tropfen“ auch die von Mo- 
lisch fiir D. elatum beschriebenen, ,,an ein ungemein feinfadiges Mycel 
erinnernden Ausscheidungen von tiefblauer oder rétlich-violetter Farbe“ 
(Abb. 1). Diese anthocyangefiairbten Fadenkniuel erscheinen hier haupt- 
sichlich in den Zellen alterer Bliiten und besonders in den Basiszellen der 
Bliitenblatter sowie in der Nahe der Gefafbiindel; die Zellen der unteren 
Epidermis erscheinen dabei bevorzugt. Die Ursache ihres Auftretens kénnite 
in einer pramortalen Alterserscheinung liegen, da fast alle Zellen mit sol- 
chen Anthocyanfadenknaueln tot sind. Mit Hilfe der mikrurgischen Nadel 
konnte festgestellt werden, da diese Faden eine ganz geringe Plastizitat 
besitzen, da sie etwas deformierbar, keineswegs aber elastisch dehnbar sind. 
Oft bleibt das Fadenknauel an der Nadel hangen und Jaft sich dann ohne 
Schwierigkeiten aus der Zelle herausziehen. Durch laingere mechanische 
Behandlung wird es etwas briichig. Verschwinden der urspriinglichen Far- 
bung wurde nicht beobachtet. 

Neben den schon von Scharinger beobachteten plattchen- oder stab- 
chenférmigen Anthocyankristallen konnten auch noch drusen- und nadel- 
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férmige Kristalle aufgefunden werden (Abb.2). Auffallig war, wie auch 
Scharinger erwahnt, ihre Farbung. Die nadelférmigen Kristalle und 
die Kristalldrusen zeigten blaue Farbe, wihrend die plattchen- oder stiab- 
chenférmigen Anthocyankristalle violett, ja manchmal sogar rot erschienen. 

Uber die sehr haufig im Zentrum des ,,Anthocyankérpers~ liegenden 
bzw. mit diesem in Verbindung stehenden ,,stark doppelbrechenden In- 
haltskérper, vermutlich lipoider Art“, hat Scharinger schon ausfiihrlich 
berichtet. 

Die strahligen Anthocyangebilde (Abb.3) erwiesen sich bei der Unter- 
suchung mit der Mikronadel als fest. Sie sind weder elastisch noch plastisch, 





Abb. 1. Delphinium culto- Abb. 2. Delphinium culteorum Voss: Antho- 
rum Voss: Anthocyanfaden- cyan-Kristalle. 
knauel. 


sondern eher als spréde zu bezeichnen, da sie bei griberer oder langer 
andauernder Behandlung in einzelne Teilstiicke zerbrechen. Ein AufspieBen 
ist nicht méglich im Sinne eines merkbaren Eindringens der Nadel ins 
Innere der Gebilde. Bei der mikrurgischen Manipulation ist keinerlei ir- 
gendwie gearteter fliissiger Bestandteil feststellbar noch andert sich ihre 
Farbung, die ein tiefes Blau in einem farblosen oder nur schwach blau ge- 
farbten Zellsaftraum zeigt. 

Bei einer untersuchten azurblauen Form von Delphinium cultorum Voss 
(..£King of Delphins*) wurde in den polyedrischen Zellen an der Spitze der 
Bliitenblatter Vakuolenkontraktion beobachtet, die infolge der dunklen 
Farbung des Zellsaftes deutlich sichtbar ist. Priift man an derartigen Fallen 
mit der mikrurgischen Nadel den Aggregatzustand des kontrahierten Zell- 
saftes, so ist beim Anstechen desselben kein Austreten einer Fliissigkeit zu 
bemerken, sondern es bleibt ein nicht immer sichtbarer Stichkanal zuriick. 
Der kontrahierte Zellsaft laRt sich in der Zelle herumstofen und leicht 
deformieren. Man kann ihn nicht als elastisch, wohl aber als plastisch be- 
zeichnen und seine Konsistenz entspricht ungefahr der eines zaihen Teiges: 
wie diesen kann man auch den kontrahierten Zellsaft in der Zelle gleichsam 
auswalken. Bei einer derartigen groben, etwas langer andauernden mecha- 
nischen Behandlung verliert er dann seine urspriingliche Plastizitat und 
zerfallt in einzelne unregelmaBige Teilstiicke; die Bilder erinnern an die 
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Zerkriimelung eines trockenen Teiges. Bei Untersuchung in Leitungswasser 
behalten sowohl der isolierte, kontrahierte Vakuoleninhali als auch die 
mechanisch erzeugten Teilstiicke ihre Farbung, wobei nur aus dem ur- 
spriinglichen Blauviolett ein reines Blau wird. 


Das Anthocyan erscheint demnach bei diesen Zellen an den verfestigten 
Inhalt der Vakuole gebunden wie bei den von Gicklhorn und Weber 
(1926) beschriebenen Bliitenzellen der Borraginaceen. In einer monographi- 
schen Studie hat dann Hofmeister (1940) diese Borraginaceen-Bliiten- 
zellen mikrurgisch untersucht. Er fand, da bei dem von Weber (1934) 





Abb. 3. Delphinium cultcrum Voss: Strahlige Anthocyan- 
k6rper. 


als Synaerese gedeuteten Vorgang der Spontankontraktion der kontrahierte, 
erstarrte, die Form der Zelle nachahmende Gelteil rings von einem Solteil 
eingeschlossen wird; bei einer Plasmolyse in Zuckerliésung dagegen ergab 
sich nur eine Erstarrung der auferen Teile der Vakuole und eine Ab- 
scheidung des Solteiles nach innen. In beiden Fallen liefen sich aber die 
verfestigten Teile durch grébere mechanische Behandlung wieder in den fliis- 
sigen Zustand iiberfiihren. Dagegen war bei Vakuolenkontraktion und 
Zuckerplasmolyse sowie bei der durch Einlegen in Neutralrot erfolgten 
Koniraktion und Verfestigung der Zellsafte keine Verfliissigung mehr 
mdoglich. 

Bei den untersuchten Delphinium-Zellen ist im Gegensatz zu den von 
Hofmeister erhaltenen Befunden an Borraginoideen-Zellen die Ver- 
festigung des Zellsaftes schon im Wasser nicht mehr durch Bearbeitung mit 
der Mikronadel riickgingig zu machen. An diesem Objekt konnten auch 
bei vereinzelten, gebuchteten Zellen ilterer Bliitenblatter schwache Kon- 
traktion der Vakuolen beobachtet werden; innerhalb der leicht kontrahier- 
ten Vakuole ist dann deutlich der strahlig-fadige Anthocyankérper fest- 
siellbar. 

Bei der mit violetten Bliiten begabten Art Delphinium orientale waren 
aber weder die strahligen oder fadenknauelbildenden ,,Anthocyankérper™ 
noch die eigenartigen Formen der ,,lipoidartigen Inhaltskérper™ zu finden. 
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In den Bliitenblattzellen von Delphinium orientale treten dagegen in jun- 
gen Bliiten anthocyangefarbte Inhaltskérper in Form einfach kugeliger 
oder unregelmafig mehrteiliger Gebilde (Abb. 4) auf. Sie entsprechen den 
von Molisch (1905) erwahnten, blauen, kérnigen, ballen- oder schlacken- 
artigen Farbstoffausscheidungen verschiedener Delphinium-Arten sowie 
den unregelmaRig knollen- oder traubenférmigen Inhaltskérpern™ von 
Gunnera Chilensis (Molisch 1928). Sie sind violett gefarbt, aber wesentlich 
dunkler als der gleichfarbige umgebende Zellsaft. Meist befinden sich in 
den Zellen auch noch ,,Lipoidtrépfchen™, die diesen farbigen Zellsaftinhalts- 
kérpern sogar ,,globoidartig’ aufsitzen kinnen. Diese Gebilde diirften 
keineswegs auf eine durch Altern bedingte Anthocyanausfillung des Zell- 
saftes zuriickzufiihren sein 
wie die bei Iris Reichen- 
bachii (Bancher 1941) be- 
schriebenen dunkelvioletten 
Anthocyankugeln; sie tre- 
ten einerseits schon in den 
Zellen junger Bliitenblatter 
auf und weisen anderseits 
in Aalteren  Bliitenblattern 
meist ein nicht mehr kuge- 
liges Aussehen auf. In die- 
sen Zellen namlich sowie in 
manchen an der Bliitenblatt- 
basis jiingerer Bliiten zeigen 
sich an ihrer Stelle nur Kon- 
glomerate aus zahlreichen 
unregelmafigen _kleineren 
Einzelgebilden (Abb. 5), die 
den Anschein erwecken, als 
seien sie durch Zerkriime- 
lung aus den geformten Ge- 
bilden entstanden. 

Die schon von Weber (1936) fiir Pulmonaria-Bliitenblattzellen fest- 
gestellte Tatsache, daft sich namlich die Anthocyanophore erst bei der Ent- 
faltung der Bliite zu bilden scheinen und im Knospenzustand nicht oder 
nur selten auffindbar sind, trifft auch fiir Delphinium orientale zu; in den 
Knospenzellen sind dagegen in den Randzellen sehr hiiufig blaue, nadel- 
formige Einzelkristalle oder Aggregate derselben beobachtbar (Abb. 6). 

Sticht man bei Delphinium orientale eine Zelle mit solch einem An- 
thocyankérper im Wasser an, so flie®t der Zellsaft aus und neben dem 
koagulierten Plasma sind deutlich das gefarbte Anthocyangebilde und die 
Lipoidtrépfchen zu sehen. Der Inhaltskérper beginnt sich dann nach ver- 
haltnismaBig kurzer Zeit zu entfarben, bis nur mehr ein farbloses, un- 
regelmafiges, amorphes Gebilde zuriickbleibt; mit der Mikronadel lassen 
sich diese aufspiefen, wobei sie sich als durch und durch fest erweisen. 
Thr Zustand zeigt noch eine gewisse Plastizitét, man kénnte sie mit 
einem zahen Teig vergleichen. Nach langerer mechanischer Behandlung 
werden sie zusehends spréder und zerbrechen dabei in kleinere Stiicke. [hr 
Verhalten erinnert an die von Toth (1950) beschriebenen Anthocyan- 
kugeln in den langgestreckten Zellen am Bliitenblattrand von Pelargonium 





Abb. 4. Delphinium crientale: Anthocyangebilde 
in Zellen junger Bliitenblatter. 
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zonale Meteor, die im Gegensatz zu Anthocyankugeln der anderen Zellen 
des Bliitenblattes anfinglich sich noch als etwas zah erwiesen und nicht 
schon beim ersten Anstechen zerbrachen. Die Anthocyangebilde von Del- 
phinium orientale entfairbten sich aber, wodurch sie sich von den Antho- 
cyanballen bei Pelargonium zonale Meteor unterscheiden. : 

Von verschiedenen durchgefiihrten chemischen Reaktionen, die im all- 
gemeinen wenig aufschlufreich verliefen, seien nur einige angefiihrt; in 
96% Alkohol verindern sich diese anthocyangefirbten Gebilde weder der 
Form noch der Farbe nach. Formalin (40% Formaldehyd) veranlaft die 
Zellen, sich zuerst zu plasmolysieren und dann wieder zu deplasmolysieren, 
ein Vorgang, der sich innerhalb von 2 bis 5 Minuten abspielt. An den 





Abb. 5. Delphinium orientale: Anthocyan- Abb. 6. Delphinium rientale: 
gebilde in Zellen diterer Bliitenblatter. Anthocyankristalle in den Rand- 
zellen. 


Anthocyankérpern andern sich dabei in intakten Zellen weder Form noch 
Farbe. Verschiedentlich platzen aber bei diesem Plasmolyse- und De- 
plasmolysevorgang einige Protoplaste; in diesen Zellen beginnen sich dann 
die Anthocyankérper innerhalb weniger Minuten nach Blau zu verfarben, 
werden dabei lichter und schrumpfen zusammen; schlieflich lésen sie sich 
bis auf geringe Reste, die Lipoidtrépfchen aber bleiben erhalten. 5% NaOQH- 
Lésung verursacht eine Verfarbung von Violett nach Blau sowohl des ge- 
samten Zellsaftes als auch des Anthocyankérpers. Die Farbe schlagt dann 
von Blaugriin nach Gelbgriin um, wobei der Anthocyankérper schlieflich 
bis auf den kleinen inneren Kern verschwindet. Diese Anthocyangebilde 
lésen sich in Salzsaure, Essigsiure und Salpetersaure nach einem Farb- 
umschlag auf Rot vollkommen; in Ammoniak tritt eine Verfarbung nach 
Blaugriin mit anschlieRendem vélligen Verschwinden ein. In Jodjodkalium 
erfolgt eine intensive Chromgelbfarbung der Anthocyankérper und geringe 
Gelbfiirbung des Zellsaftes. Ather und Aceton lésen die Lipoidtrépfchen 
rasch auf, wihrend erst nach 253—30 Minuten eine Veranderung der An- 
thocyankérper vor sich geht. Der Farbstoff beginnt aus ihnen zu ver- 
schwinden und eine farblose Grundmasse bleibt schlieBlich zuriick. 
Zusammenfassend laBt sich aus diesen mikrurgischen und mikrochemi- 
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schen Untersuchungen wohl entnehmen, daft die gefarbten Inhaltskérper 
von Delphinium orientale nicht reines, nur verfestigtes Anthocyan dar- 
stellen, denn beim Verschwinden des Farbstoffes aus ihnen bleibt ein farb- 
loser Grundkérper zuriick; es erscheint also das Anthocyan an einen zah- 
festen ,,Anthocyanophor“ gebunden, dessen chemische Natur nicht fesi- 
gestellt werden konnte. Das Anthocyan diirfte auch nicht fest an den 
Grundkérper gebunden sein wie im Falle der Anthocyanophore von 
Erythraea, Gunnera oder Pelargonium, sondern es scheint diesen ,,Farb- 
stofftrager“ nur zu durchtranken, so daff es schon durch Wasser aus ihm 
herauslisbar ist. 
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Protoplasmatische Studien an Erineuwm nervisequum 
Kunze auf Fagus silvatica L. 
Von 
Horst Drawert und Charlotte Thilke 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Botanik der Universitit Jena) 
Mit 1 Textabbildung 
(Eingelangt am 19, September 1950) 


Vorliegende Mitteilung soll die Aufmerksamkeit auf ein unseres Wissens 
noch nicht protoplasmatisch bearbeitetes Gebiet, das der Gallen, lenken- 
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Die Gallbildung bedingt in den meisten Fallen eine derartig starke-morpho- 
logische und anatomische Veranderung des Wirtsgewebes (Kiister 1911, 
1925, 1930), da wohl anzunehmen ist, daf dieser Vorgang auch von proto- 
plasmatischen Anderungen in den daran beteiligten Zellen begleitet ist. Die 
folgenden an der Filzgalle Erineum nervisequum* durchgefiihrten Versuche 
haben — aus Mangel an Material — noch zu keinem abgerundeten Ergebnis 
gefiihrt und sind deshalb nur als Anregung aufzufassen. 

Erineum nervisequum wird durch die Milbe Eriophyes nervisequus fagi- 
neus Nal. auf der Oberseite der Blatter von Fagus silvatica langs der Seiten- 
nerven hervorgerufen (Hieronymus 1890, Nr. 95; Kiister 1911, 1930; 
Ro8 und Hedicke 1927, Nr. 1024; Ro& 1932). Die Epidermiszellen wach- 
sen zu keulenférmigen Haaren aus (Abb. 1). Der normale Plasmaschlauch 





Abb. 1. Halbschematischer Querschnitt durch eine Erineum-Galle auf dem Blatt von 
Fagus silvatica. 


dieser Haare besitzt aufer dem Kern auch einige kleine griine Plastiden. 
Der Hauptteil des Zellumens wird von der grofen Vakuole eingenommen. 

Bestimmungen des osmotischen Wertes des Zellsaftes an Oberflachen- 
schnitten mit der grenzplasmolytischen Methode und Traubenzucker als 
Plasmolytikum ergaben nun fiir die ausgewachsenen Gallenhaare im Ver- 
gleich mit den normalen Zellen der Oberepidermis immer niedrigere Werte. 
Die Schnitte wurden fiir diese Versuche mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe 
mit den Zuckerlésungen infiltriert. Die Epidermiszellen zeigten erst bei 
0,6 vol. mol. Traubenzucker Grenzplasmolyse; die Keulenhaare dagegen 
meist schon bei 0,2—0,.3 mol. Der osmotische Druck des Zellsaftes der Epi- 
dermiszellen betrug in unseren Versuchen also etwa 14,3 Atm., wahrend der 
der Keulenhaare im Durchschnitt nur 6 Atm. erreichte. Allerdings verhielten 
sich die Keulenhaare sehr unterschiedlich. So war an einzelnen Haaren 
auch schon zwischen 0,1. und 0,2 mol. Traubenzucker Grenzplasmolyse zu 
beobachten, bei anderen aber auch erst in 0,5 mol. 

Diese starke Variationsbreite wiesen die in Alkohol fixierten Keulen- 
haare auch gegeniiber basischen und sauren Farbstoffen auf. 


ee Herrn cand. rer. nat. Rudolf Miiller danken wir fiir die Beschaffung des 
Materials. 
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Querschnitie durch die gallentragenden Blatter wurden entsprechend den 
friiheren Untersuchungen (Drawert 1937 a, b, c) mit Toluidinblau (basisch) 
und Saurefuchsin, die beide 1: 1000 in Phosphatpuffergemischen mit ver- 
schiedenem pH gelést waren, angefarbt. Die plasmatischen Bestandteile 
aller Schichten des Blattes zeigten im alkoholfixierten Zustand einen iso- 
elektrischen Punkt (IEP) zwischen pH 4 und 5, d. h. sie speicherten unter- 
halb von pH 4,5 das anionische Saéurefuchsin und oberhalb von pH 4,5 das 
kationische Toluidinblau. In der Membranfarbung unterschieden sich aber 
die Zellen der Ober- und Unterepidermis sehr stark von denen des Meso- 
phylls. Wahrend bei pH 3,9 noch alle Membranen des Blattquerschnittes mit 
Toluidinblau intensiv violett gefarbt waren, wiesen bei pH 3 nur noch die 
beiderseitigen Epidermiszellen diese starke Farbung auf. Die Mesophyll- 
zellen besafen bei dieser pH-Stufe mit Ausnahme der blau gefirbten Skle- 
renchymscheide der Leitbiindel und der violett gefarbten Zellen zwischen 
Sklerenchymscheide und Epidermis farblose, héchstens schwach blaulich ge- 
firbte Zellwiainde. Von den Epidermiszellen waren nicht nur die Aufen- 
winde sehr intensiv gefarbt, sondern auch die Seitenwande und die an das 
Mesophyll angrenzenden Innenwande. Allerdings nahm die Intensitat der 
Membranfarbung in den Epidermiszellen, die ober- und unterhalb der Leit- 
biindel am starksten war, beiderseits der Leitbiindel ab und auch der Farb- 
ton verschob sich von Violett nach Blau. 

Bei pH 2,3 waren dann die Membranen des Mesophylls aufer den noch 
blau gefarbten Leitbiindelscheiden vollig farblos. Beide Epidermen besafen 
blaue Membranfiarbung, die unter- und oberhalb der Leitbiindel intensiver 
war. 

Da bei pH 3.0 der Ubergang von der violetten zur blauen Membran- 
farbung in den Epidermiszellen meist mit der Grenze der Erineum-Gallen 
zusammenfiel, lag hier die Annahme eines Zusammenhanges dieser beiden 
Erscheinungen nahe. Eine Priifung an gallenfreien Blattern konnte diese 
Vermutung aber nicht bestiatigen, da auch hier die gleiche Zonierung in der 
Zellwandfiarbung zu beobachten war. 

Eine andere, u. zw. anatomische Besonderhcit scheint aber mit der Gallen- 
bildung zusammenzuhangen. Wie aus der Abb. 1 hervorgeht, war ein Teil 
der Zellen des einschichtigen Palisadenparenchyms durch eine Querwand 
unterieilt. Diese Querwandausbildung trat nur in der Palisadenschicht 
unterhalb der Keulenhaare auf. An gallenfreien Teilen der gleichen Blatter 
und auch an Schattenblattern einer anderen vollig gallenfreien Buche konn- 
ten wir diese Querwandbildung im Palisadengewebe nicht beobachien. 

Die Filzgallen zeigten nun im ganzen pH-Bereich von pH 2,3—6,0 mit 
Toluidinblau neben farblosen Keulenhaaren solche mit violetter und mit 
blauer Membranfarbung. Nur nahm die Anzahl der violett gefarbten Haare 
mit steigendem pH und die der farblosen mit fallendem pH zu. 

Zur Vitalfairbung mit dem basischen Neutralrot, 1: 1000 in Phosphat- 
puffergemischen gelést, kamen Oberflachenschnitte der Blitter, die vorher 
mit der Farbstofflésung oder mit Leitungswasser infiltriert wurden, fiir 
30—60 Minuten in die Farblésung. 

Bei pH 8,3 farbten sich die Vakuolen der normalen Epidermiszellen 
intensiv violett, und es entstanden zahlreiche stark gefarbte Ausfallungen 
im Zellsaft. Der Farbstoff verursachte also eine Entmischung des Zellsaftes. 
Die Keulenhaare wiesen dagegen nur eine diffuse violette Vakuolenfarbung 
auf ohne irgendwelche Entmischungsprodukie. Einige Haare blieben farb- 
los. Plasmolyse mit 1 mol. KCNS lie® erkennen, da® auch die farblosen 
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Haare z. T. noch lebten. Da die nicht gefiirbten Haare sich immer an den 
dickeren Schnittstellen befanden, ist das Farblosbleiben wohl nicht auf eine 
mangelnde Speicherfahigkeit des Zellsaftes dieser Haare, sondern auf die 
Schnitidicke an diesen Stellen zuriickzufiihren. Bei Plasmolyse liste sich der 
Protoplast in den meisten Fallen zuerst an der Stielbasis der Keulenhaare 
los, so da’ anzunehmen ist, daf auch der Farbstoff nur von der Schnittflache 
her in die Haare eindringen konnte. Eine Anfarbung des Zellsaftes muBte 
also um so spiter eintreten, je dicker der Schnitt war. Die Membranen 
blieben bei pH 8,3 farblos. 

In dem pH-Bereich 7,2—5,0 entsprachen die Ergebnisse den bei pH 8,3 
erhaltenen, nur daf hier in den toten Zellen die Membranen gefarbt waren. 
Die toten Keulenhaare wiesen haufig an der Basis eine besonders starke 
larbung auf. 

Bei pH 3,9 besafen alle Zellen des Blattes eine so intensive Membran- 
farbung, daf erst nach Entfarbung der Zellwande durch eine Plasmolyse 
mit 1 mol. Ca(NOs)2 zu erkennen war, daft auch bei diesem pH der Zellsaft 
noch Farbstoff gespeichert hatte. Die Keulenhaare speicherten allerdings 
den Farbstoff bedeutend schwicher als die normalen Epidermiszellen. 

Diese in den Neutralrotversuchen zum Ausdruck kommende stirkere 
Speicherungsfahigkeit des Zellsaftes der normalen gegeniiber dem der durch 
die Milben pathologisch verainderten Epidermiszellen trat besonders deut- 
lich bei Vitalfarbungen mit 1 : 1000 in dest. Wasser geléstem Rhodamin B 
in Erscheinung. Wahrend die normalen Epidermiszellen schon kurz nach 
dem Einlegen der mit Wasser infiltrierten Schnitte in die Farblésung eine 
dichte kriimelartige Ausfallung des Farbstoffes im Zellsaft zeigten, blieben 
die Keulenhaare zum gréften Teil vollig farblos, nur einige wenige lieBen 
eine sehr schwache diffuse Vakuolenfarbung erkennen. An diesem Farbungs- 
bild anderte sich auch nichts nach einem 12stiindigem Aufenthalt der Schnitte 
in der Farblésung. Nach dieser Zeit lieBen sich die Zellen, auch die der stark 
gefarbten Epidermis, noch normal plasmolysieren, ein Zeichen fiir die rela- 
tive Ungiftigkeit des Rhodamin B. 

Die unterschiedliche Speicherfahigkeit lie® sich aber auch in Vital- 
farbungsversuchen mit Saurefarbstoffen beobachten. Wir benutzten Indigo- 
karmin, Saurefuchsin, und als besonders gut geeignet erwies sich das 
Sulfonamid Prontosil solubile (Drawert 1950). Die Oberflachenschnitte 
wurden mit den Farblésungen — 1 : 1000 in dest. Wasser — infiltriert und 
12—17 Stunden in den Farblésungen gelassen (Drawert 1941). 

Jetzt zeigten die normalen Epidermiszellen — vor allem im Prontosil — 
kleine, gut gefairbte Vakuolen im Cytoplasma, wie sie bisher nur von 
Blumenblattern einiger Familien bekannt waren (Ruhland 1912, S. 387, 
Drawert 1941, S. 28). Besonders deutlich traten die gefarbten Vakuolen 
nach einer Plasmolyse mit 1 mol. KCNS auf Grund der starken Plasma- 
quellung in diesem Plasmolytikum hervor. Uber den Inhalt dieser kleinen 
Plasmavakuolen kann bis jetzt noch nichts ausgesagt werden. Jedenfalls 
scheint er nicht sehr fliissig zu sein, da die Vakuolen haufig eckige Konturen 
besafien. Erst nach der Plasmolyse mit 1 mol. KCNS rundeten sich die 
Plasmavakuolen ab und wurden auch gréfer. Vielleicht handelt es sich bei 
diesen kleinen Plasmavakuolen um Schleimeinschliisse im Cytoplasma, da 
Mucoproteide eine besondere Affinitaét fiir Saurefarbstoffe zu besitzen 
scheinen (Drawert 1940, S. 20). 

Interessanterweise blieben die Keulenhaare auch nach tagelangem Auf- 
enthalt in den Farbstofflésungen vollig farblos. Nur vereinzelte kleine 
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(junge?) Haare zeigten in Prontosil eine sehr schwache diffuse Farbung der 
groften Zentralvakuole. Von kleinen Plasmavakuolen war in den Keulen- 
haaren nichts zu erkennen. 

Zusammenfassend kénnen wir also feststellen, da mit dem durch 
Eriophyes nervisequus fagineus veranlaften Auswachsen der Oberepider- 
miszellen der Blatter von Fagus silvatica zu Keulenhaaren 

1. der osmotische Druck abnimmt, 

2. die Speicherfahigkeit fiir basische Farbstoffe vermindert wird, und 

3. in den normalen Epidermiszellen vorhandene, Saurefarbstoffe spei- 
chernde, kleine Plasmavakuolen sich in den ausgewachsenen Keulenhaaren 
nicht mehr nachweisen lassen. 

Mit der Zellsaftverdiinnung muff also auch eine chemische Veranderung 
des ganzen Protoplasten einhergehen. 
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Plasmastrémung und Atmung stehen bei Physarum polycephalum in 
keiner direkten Relation zueinander. Sauerstoffentzug wirkt sich erst bei 
Verringerung der Atmung auf etwa 25% des Normalwertes in einer Verlang- 
samung der Tisai aus. KCN hemmit gleichfalls die Atmung bis zu einer 
cyan-unempfindlichen Restatmung von etwa 25%, ohne die Strémung we- 
sentlich zu beeinflufen; KCN wirkt also ahnlich wie O,-Entzug. Auch 
Na-lodessigsiure und CO hemmen die Atmung ohne Riickwirkung auf die 
Plasmastrémung. Andererseits hemmt NaN, Plasmastrémung wie Atmung. 
2,4-Dinitrophenol dagegen stimuliert die Atmung unter gleichzeitiger Si- 
stierung der Plasmabewegung. — Diese Ergebnisse werden mit einer Be- 
teiligung energiereicher Phosphatverbindungen bei der Umwandlung der 
Atmungsenergie in Bewegungsenergie (vgl. NaN,- und 2,4-DNP-Wirkung) 
erklart. Bei Sauerstoffmangel kann die nétige Energie (maximal ein 
Viertel der Normalatmung) anaeroben Stoffwechselprozessen entnommen 
werden, sofern anderweitige Schadigungen vermieden werden. — Als 
methodisch interessante Beobachtung soll hervorgehoben werden, daf die 
Atmung des Myxomyceten stark von der Gréfe der verwendeten Probe ab- 
hingt. Bei einer Probenmenge von etwa 100mg ist die Atmung maximal 
(1,4mm*/mg.h); sie sinkt bei kleineren Proben bis nahezu 0 (vielleicht in- 
folge eines prozentual gréferen Anteiles geschadigten Plasmas) und bei 
gréBeren Proben bis etwa 0,4mg/mg.h (unvollstandige O,-Sattigung des 
Plasmodiums?) ab. O. Hartel (Graz) 


Bogen, Hans Joachim: Kritische Untersuchungen tiber Permeabilitats- 
reihen. Planta (Berlin) 38, 65—90 (1950). 


Bemerkenswert scheint mir an dieser Veréffentlichung vor allem der 
Umstand, daf ihr Verfasser, obwohl nach wie vor ein entschiedener An- 
hanger der Ruhlandschen Ulirafiltertheorie, in klaren Worten die Par- 
allelitat zwischen Permeationsvermégen und relativer Lipoidléslichkeit (Ol- 
léslichkeit) zugibt. Die Ausfiihrungen Bogens gipfeln namlich in der Ein- 
fiihrung eines Faktors 


z _ Verteilungskoeffizient Olivenél/Wasser 
< Molekularrefraktion 
von dem die Permeationskonstante eine Funktion sein soll. Dadurch kommt 
er dem Grundgedanken der Lipoidfiltertheorie auferordentlich nahe, denn 
nach dieser Theorie soll ja zwischen Permeationsvermégen und relativer 
Lipoidléslichkeit innerhalb gewisser Grenzen eine direkte Proportionalitit 
vorhanden sein, wahrend zwischen Permeationsvermégen und Molekiil- 
groRe eine negative Korrelation noch nicht genau formulierter Art besteht. 
Wenn man ferner bedenkt, daft der Verteilungskoeffizient Olivenél/Wasser 
innerhalb sehr weiter Grenzen schwankt (er umfaft, auch wenn man von 
den am reichlichsten 6lléslichen Substanzen absieht, wenigstens etwa fiinf 
Zehnerpotenzen), wogegen die Molekularrefraktion bei den bei Permeations- 


> 








206 Referate 


versuchen in Frage kommenden Stoffen viel kleineren Variationen unter- 
worfen ist (die extremen Werte unierscheiden sich nicht einmal um zwei 
Zehnerpotenzen voneinander), so wird man folgerichtig zu der Annahme 
gefiihrt, da auch nach Bogen das Permeationsvermégen in erster Linie von 
der Lipoidléslichkeit abhingig ist. Verf. betont allerdings, daft es sich bei 
der auswahlenden Permeabilitét nicht um eigentliche Lésungsvorginge 
handeln wird, sondern vielmehr um Auswirkungen zwischenmolekularer 
Kriafte (Wasserstoffbindungen, van der Waalsscher Kriafte u. dgl.). Diese 
Distinktion, obwohl an sich zweifellos richtig, scheint jedoch nicht sehr be- 
deutsam zu sein, da ja die zwischenmolekularen Krafte auch bei den L6- 
sungsvorgangen entscheidend sind (vgl. Collander, Acta Chem. Scand. 
1949 und 1950). 

Angesichts dieser Veréffentlichung Bogens glaubi der Ref. mit Befriedi- 
gung feststellen zu kénnen, daf der einst so schroffe Gegensatz zwischen 
Ulirafiltertheorie und Lipoidtheorie (bzw. Lipoidfiltertheorie) der Proto- 
plasmapermeabilitat nunmehr gréftenteils iiberbriickt worden ist. Eine 
weitere Stiitze fiir diesen optimistischen Glauben findet er in dem Vortrag, 
den der Urheber der Ultrafiltertheorie, Prof. Ruhland, am 7. internationa- 
len Botaniker-Kongref in Stockholm (im Juli dieses Jahres) gehalten hat 
und in dem als eine bekannte Tatsache erwahnt wurde, daft dllésliche Stoffe 
in ihrer Permeation durch die Plasmahaut auferordentlich stark begiin- 
stigt sind. Runar Collander (Helsingfors). 


Crick, F. H. C., and A. F. W. Hughes: The physical properties of cyto- 
plasm I. Exper. Cell Res. 1, 37—80, 1950. 


Crick, F. H. C., The physical properties of cytoplasm II. Exper. Cell 
Res. 1, 505—533, 1950. 


Nach der erarbeiteten Methode, eingefiihrte Magnetteilchén (Magne- 
sit, oxydiertes Eisen) durch magnetische Beeinflussung in Zellen von Hiihn- 
chen-Fibroblasten zu drehen, fortzubewegen oder zu biindeln, wird 
die Viskositat des Objekts gemessen und dabei auch die Mdglichkeit 
pseudo-elastischer Effekte beriicksichtigt und mit dem Verhalten von Mo- 
dellsubstanzen, wie Natriumoleat und Bentonit, verglichen. [Die weiter 
angestellten polarisationsoptischen Untersuchungen konnten wohl 
wegen polarisierender Effekte der Magnetteilchen nicht zu eindeutigen Ent- 
scheidungen fiihren.| Das Cytoplasma wird rein viskos, aber mit elasti- 
schen Eigenschaften [also doch wieder nicht ,,.purely viscous’?] gefunden. 
Der Rigiditatsmodul liegt in der Gréfenordnung von 10° dyn/cm’. 
Thixotropie wird wahrscheinlich gemacht. Die Cytoplasmastruktur 
wird bildlich mit der eines Arbeitskorbes mit einem Wirrsal gegenein- 
anderstofender, durch kolloide Krafte zusammengehaltener Knépfe ver- 
glichen; zuriickgewiesen wird die Annahme einer Koordination zwischen 
den Strukturelementen, wie sie Vorstellungen von Frey-Wyssling, 
W. J. Schmidt, Seifriz, dem Ref. u. a. fordern. 

Im zweiten Teile findet sich die theoretisch-mathematische Be- 
arbeitung der Methode, wobei unter anderem der Einflu® des Abblatterns 
irregulirer Leptonen in Newtonscher Fliissigkeit abgeleitet wird, aber 
auch das nicht-Newtonsche, elastische Verhalten der Cytoplasmafliissig- 
keit [das nach Ansicht des Ref. anzunehmen ist!] Beachtung findet. 

H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Frey-Wyssling, A., und K. Miihlethaler: Zellteilung im Elektronen- 
mikroskop. Mikroskopie (Wien) 6, 28—31, 1951. 


Bei der Zellieilung schniirt sich die Zellwand an der Teilungsstelle aktiv 
ein, wahrend Mikrofibrillen der sich zentrifugal ausbreitenden neuen Zell- 
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wand entgegenwachsen und schlieflich sich mit ihr verflechten. Damit geht 
eine Einschmelzung von Mikrofibrillen der urspriinglichen Zellwand ein- 
her; diese erfolgt um so leichter, je weniger Sekundarschichten angelagert 
sind. Aus diesem Verhalten wird geschlossen, dafi die Zellwand einen eige- 
nen Stoffwechsel besitzt, der mit zunehmender Wandverdickung immer 
trager wird, wobei die Zellwand schlieflich in den passiven alloplasmati- 
schen Zustand iibergeht. Die von Martens beschriebenen, von einem Sep- 
tum durchzogenen Interzellularen kénnen auf diese Weise erklart werden. 


O. Hartel (Graz). 


Lepke, Elisabeth: Uber Kuppenfarbung, Vererzungs- und Verseifungs- 
bilder bei Helodea, Zeitschr. wiss. Mikroskopie 60, 36—44, 1951. 


Die mit Kaliumpermanganat an der Blattoberseite von Helodea auf- 
iretenden Vererzungsfiguren (Ringe bzw. gegen die Mittelrippe offene 
klammerartige Figuren) werden mit dem Ausfall der Anfarbung mit Tolui- 
dinblau (Kuppen- bzw. Ringbildung) sowie der Behandlung mit Na-Oleai 
verglichen und die drei Verfahren in verschiedener Weise miteinander kom- 
biniert. Nach Ausbildung des Vererzungsringes bleibt die Toluidinblau- 
farbung auf die vom Ring umschlossene Flache, bei mehreren konzentri- 
schen Ringen auf den innersten beschrankt. Wahrend die Lokalisierung 
des Vererzungsringes von der Lage der Plastiden abhiangt, ist die Farbung 
davon unabhingig, sie tritt auch bei verlagerten Plastiden als Kuppenfar- 
bung auf. In bereits gefarbie Zellwainde wird das Manganoxyd in Form 
von Platten, nie als Ring abgeschieden, desgleichen auch nach Na-Oleat- 
behandlung. Eine Erklarung dieser auffalligen und interessanten Erschei- 
nungen wird nicht gegeben. An frischem Helodea-Material werden auf den 
die Mittelrippe begleitenden Zellen feine bogenartige Linien, die. zum 
Unterschied von den Vererzungsfiguren ihre gekriimmte Seite der Mittel- 
rippe zukehren, beschrieben; ihre Natur steht noch nicht fest. 

O. Hartel (Graz). 


Lindberg, O.: On surface reactions in the sea urchin egg. Exper. Cell 
Res. 1, 105—114, 1950. 


Die mit radioaktiven Isotopen angestellten Versuche zeigen, daf 
unbefruchtete Eier von Paracentrotus lividus fiir Orthophosphat imper- 
meabel sind, aber in einer etwa 0,02—0,05 uw dicken Oberflachenschicht das 
tadioaktive Salz zu Adenosintriphosphat metabolisieren kénnen. Befruch- 
iete Eier nehmen bei Kultur aus dem Medium mit dem radioaktiven Isotop 
dieses primar in Form des Adenosintriphosphats auf, das im iibrigen 
grofenieils an die Struktur gebunden ist. Die Heterogenitat der analy- 
sierten Phosphatfraktionen ist wahrscheinlich chemischer Natur. 

H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Pirson, André, und Franz Seidel: Zell- und stoffwechselphysiologische 
Untersuchungen an der Wurzel von Lemna minor L. unter beson- 
derer Beriicksichtigung von Kalium- und Kalziummangel. Planta, 38, 
431—4753, 1950. 


An den Wurzeln (steril aufgezogener) Lemna-Pflanzen tritt eine aus- 
gepriagte physiologische Zonierung von osmotischem Wert, Harnstoffperme- 
abilitat (Minimum am Ende der Streckungszone) sowie der Plasmolysezeit 
(Maximum ebendaselbst) auf. Bei Kali- sowie Kalziummangel verschieben 
sich diese Gradienten unter gleichzeitiger Verflachung gegen die Wurzel- 
spitze, es tritt also vorzeitiges Altern der Gewebe ein. Eine gleichsinnige 
Wirkung von Kalium- und Kalziummangel wird auch hinsichtlich der Ge- 
schwindigkeit des Wurzelwachstums und der erreichten ZellgréBe (Ab- 
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nahme) sowie beim respiratorischen Sauerstoffverbrauch (Steigerung) be- 
obachtet; nur der osmotische Wert wird durch K-Mangel erniedrigt, durch 
Ca-Mangel dagegen erhdht, zeigt also eine antagonistischhe Wirkung des 
Ionenpaares. Diese Befunde zwingen zu dem Schluft, daft die physiologische 
Rolle der K- und Ca-Ionen keineswegs mit den an Modellen erhaltenen 
Vorstellungen im Sinne eines Ionenantagonismus allein geniigend_gekenn- 
zeichnet sind. Der Zusammenhang zwischen protoplasmatischen Faktoren 
einerseits und zell- resp. stoffwechselphysiologischem Effekt andererseits 
ist — wenigstens an Lemna — noch nicht iiberschaubar; Verff. betonen 
daher die Notwendigkeit strengster experimenteller Kritik bei der Auf- 
stellung zellphysiologischer Kausalketten. O. Hartel (Graz). 


Walter, H., Einfiihrung in die Phytologie. II]. Grundlagen der Pflanzen- 
verbreitung. Einfiihrung in die Pflanzengeographie fiir Studierende der 
Hochschulen. 1. Teil: Standortslehre (analytisch-dkologische Geo- 
botanik). Lfg. 1, 108 S..u. 49 Abb., Lfg. 2, 224 S. (bis S. 332) u. 107 Abb. 
Stuttgart/Ludwigsburg: Eugen Ulmer. 1949. 


Je griéRer die Menge des in einem Wissensgebiet beigebrachten Tat- 
sachenmaterials ist, desto starker ist das Bediirfnis nach Sichtung und Ord- 
nung. Dies gilt in besonderem Mafee fiir die Geobotanik, die ja mit ihren 
Nachbarwissenschaften in vielfache Beriihrung kommt. Es ist daher aufer- 
ordentlich zu begriiRen, wenn Walter als 3. Band seiner Einfiihrung in die 
Phytologie eine Darstellung des Gesamtgebietes der Geobotanik folgen lat. 
Die vorliegenden beiden Lieferungen enthalten die Standortslehre als Vor- 
aussetzung fiir das Verstandnis der Verbreitung der Pflanzen (Arealkunde). 
Lfg. 1 behandelt den Warmefaktor; die Besprechung der meteorologischen 
und kleinklimatischen Grundlagen fiihrt auf die Wirmeumsiatze an Pflanze 
und Vegetation, auf das Problem der Kalteresistenz, Baumgrenze usw., fer- 
ner zur Phianologie und zum Okotypenproblem. Lfg. 2 ist dem Wasserfaktor 
gewidmet, der grof- und kleinklimatischen Verteilung des Wassers, der 
Okologie der Wasseraufnahme und der -abgabe sowie der Hydratur. Der 
Schlu& der Standortslehre folgt in einer 3. Lieferung. — Die Darstellung 
geht von dem Grundsatz aus, daff die Aufenfaktoren eine Einheit bilden, in 
die die Pflanzen hineingestellt sind (so fehlt z.B. die iibliche Trennung in 
klimatische und in edaphische Faktoren ganz): deshalb reicht auch in der 
Okologie die in der Physiologie geiibte kausale Erklarungsweise allein nicht 
aus, da quantitativ nicht greifbare Gréfen, wie z. B. der Wettbewerbsfaktor, 
hinzutreten. Die Zellphysiologie findet im Rahmen der Darstellung gleich- 
falls ihren Platz, freilich sinidh den iibrigen Ergebnissen der reinen Physio- 
logie nur insoweit, als sie nach unseren derzeitigen sicheren Kenntnissen fiir — 
die Behauptung der Pflanze an ihrem Standort wesentlich erscheint. (Wir 
diirfen wohl annehmen, daft die weitere Forschung die Erklarung mancher 
okologischer Besonderheit in plasmatischen Eigenschaften finden wird!) — 
Wenn Verf. namentlich in Anbetracht der Nachkriegsschwierigkeiten die Dar- 
stellung als gewagten Versuch bezeichnet, so darf wohl schon jetzt gesagt 
werden, daft der Versuch gelungen ist. In einem Lehrbuch der Geobotanik 
ist um so weniger enzyklopidische Vollstandigkeit zu erwarten bzw. zu er- 
reichen, als ja die Abgrenzung gegeniiber den Nachbar- und Hilfswissen- 
schafiten durchaus unscharf ist. Das Wesentliche liegt in der Sichtung und 
Ordnung des Sioffes, und hiezu ‘ist ja Verf. schon auf Grund seiner For- 
schungsreisen und der Kenntnis auch der osteuropaischen Literatur beson- 
ders berufen. Man darf mit Spannung den weiteren Lieferungen des Werkes 
entgegensehen. O. Hartel (Graz). 
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Wiesner, Gertraud. Untersuchungen iiber Vitalfarbung von Allium-Zellen mit 
basischen Hellfeldfarbstoffen . 7. 1950 
Miickschitz, Gertrud. Zur zellphysiologischen Analyse der Bliitenbewegungen 5. 12. 1950 
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Url, Walter. Permeabilititsverteilung in den Zellen des Stengels von Tara- 
xacum officinale und anderer krautiger Pflanzen 
Abele, Karlis. Uber die Volumenabnahme des Zellkernes in der Plasmolyse 
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Hiitter-Kanert, Maria. Uber die Tiipfel von Ceramium (Kurze Mitteilung) 
Seifriz, William. A Molecular Interpretation of Toxicity 
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Osterreichische Zoologische Zeitschrift 


Herausgegeben von Otto Storch, Wien 
Band III, 1. und 2. Heft 


(Abgeschlossen im Marz 1951) 


Mit 29 Textabbildungen. 246 Seiten. S 140.—, DM 32.70, $ 7.80, sfr. 33.50 


Inhalt: Koenig, 0. Das Aktionssystem der Bartmeise (Panurus biarmicus L.). — 
Abel, E. Uber das Geruchsvermégen der Eidechsen. — Schremmer, F. Zur Biologie 
der Larve von Hermione (Oxycera) calceata und Hermione Meigeni Staeg. (Diptera, 
Stratiomyidae). Zugleich ein Beitrag zur Fauna hygropetrica. — Goetsch, W. Ergeb- 
nisse und Probleme aus dem Gebiet neuer Wirkstoffe. — Donner, J. Erste Uber- 
sicht iiber die Rotatorienfauna einiger Humusbéden. — Buchbesprechungen. 





Handbuch der Virusforschung 


Herausgegeben von Prof. Dr. R. Doerr, Basel, und Prof. Dr. C. Hallauer, Bern 


II. Erginzungsband 


Mit 187 Abbildungen im Text. VIII, 425 Seiten. Lex.-8°. 1950. 
S 228.—, DM 66.—, $ 15.80, sfr. 68.50 


In Leinen gebunden S 240.—, DM 69.—, $ 16.50, sfr. 72.— 


Inhalt: Feller, A. E., Cleveland, Ohio. Technic and Application of Roller Tube Cul- 
tures. — Flosdorf, E. W., Forest Grove, Pennsylvania. Technic and Application of 
Drying of Viruses in the Frozen State. — Kaiser, M., Wien, und P. Vonwiller, Rheinau. 
Die Auflicht- und Dunkelfeldmikroskopie in der Virusforschung. — Burnet, F. M., 
Melbourne. Variation in Influenza Viruses. — Francis, Th. Jr.. Ann Arbor, Michigan. 
Immunity and Vaccination in Influenza. — Eaton, M. D., Boston, Mass. Virus Pneu- 
monia and Pneumonitis Viruses of Man und- Animals. — Hallauer, C., Bern. Die 
Haemagglutination durch Virusarten (Phinomen von G. K. Hirst). — Ruska, H., Berlin- 
Dahlem. Die Elektronenmikroskopie in der Virusforschung. ~ 


Das Handbuch der Virusforschung, Erste Halfte 1938, Zweite Halfte 1939, sowie der 
erste Erganzungsband 1944 sind vergriffen. Das Werk wird in Ergaénzungsbanden 
fortgesetzt. 














